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RESUMO

A cisteamina (CSH) é um aminotiol redutor formado a partir da via catabdlica da coenzima A
e é precursora da taurina, um aminoécido abundante no encéfalo e que possui propriedades
antioxidantes. A CSH € uma droga depletora de cistina e, quando utilizada precocemente no
tratamento da cistinose, retarda a evolucéo da doenca. A cistinose € uma doenca metabdlica
causada pela deficiéncia do transportador lisossomal de cistina levando aformagdo de cristais
de cistina em diversos 6rgaos e tecidos, incluindo o sistema nervoso central. Estudos
realizados com fibroblastos de pacientes cistinGticos e com células tubulares renais
sobrecarregadas com cistina dimetil éster (CDME), um andlogo da cistina utilizado para
estudar a patogénese da cistinose, sugerem que a apoptose esta aumentada nesta doenca.
Considerando que 0 estresse oxidativo é um conhecido indutor de apoptose, o objetivo inicial
deste estudo foi investigar um possivel efeito antioxidante da CSH sobre vérios parémetros de
estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens. Para os experimentos in vitro, foram
utilizados ratos Wistar de 22 dias ndo tratados e a CSH foi testada nas concentracfes finais de
0,25 a 1,0 mM. Os resultados mostraram que a CSH reduziu a lipoperoxidacdo (LPO), a
oxidagdo do 2',7'-dihidrodiclorofluoresceina (DCFH), a carbonilacéo protéica e a atividade da
catalase (CAT); e aumentou a atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px). No tratamento
agudo, ratos de 22 dias de vida receberam trés injeces subcuténeas de CSH (0,26 umol/g de
peso corporal), com intervalo de 3 h entre elas e foram mortos 1 h ap0ds a Ultima injegdo. Os
ratos do grupo controle receberam o mesmo volume de solugdo salina. A CSH reduziu a LPO
e a atividade da GSH-Px; e aumentou a carbonilagdo protéica e a atividade da CAT. A
préxima etapa da investigacdo foi verificar os efeitos da co-administragdo de CSH sobre os
mesmos parametros de estresse oxidativo estudados anteriormente em cortex cerebral de ratos
submetidos a um modelo experimental de cistinose por administracdo cronica de CDME. Os
animais receberam duas injecles diarias intraperitoneais de CDME (1,6 pmol/g de peso
corporal) e/ou subcutaneas de CSH (0,26 umol/g de peso corporal) do 16° ao 20° dia de vida.
Os ratos foram mortos no 21° dia de vida, metade 1 h depois da Ultima injecdo e os outros 12
h apos a Ultima injecdo. O CDME induziu a LPO, a carbonilagdo protéica e estimulou a
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), GSH-Px e CAT. O CDME diminuiu a
relacdo tidig/dissulfetos. Por sua vez, a co-administracdo de CSH restabeleceu o equilibrio
redox e preveniu o estresse oxidativo induzido pela administracdo de CDME. Quando
analisados em conjunto, os resultados sugerem que a CSH, além de ser uma droga depletora
de cistina intralisossomal, pode ser um sequestrador de radicais livres, reduzindo a leséo
celular por apoptose. Se estes efeitos também ocorrerem nos pacientes cistinéticos, a CSH
também pode retardar a evolucéo da cistinose pelo seu efeito antioxidante.



ABSTRACT

Cysteamine (CSH) is a reducing aminothiol generated from the coenzyme A catabolic
pathway and is the main source of taurine, an abundant amino acid in the brain with
antioxidant properties. CSH is a cystine-depleting drug and when used earlier in the treatment
of cystinosis, extends life of affected patients. Cystinosis is a metabolic disease caused by
deficiency of the lysosomal cystine carrier leading to the formation of cystine cristals in many
organs and tissues, including central nervous system. Studies performed in fibroblasts of
cystinotic patients and in kidney cells loaded with cystine dimethyl ester, a cystine analog
used for studying the pathogenesis of cystinosis, suggest that apoptosis is enhanced in this
disease. Considering that oxidative stress is a known apoptosis inducer, the first objective of
this study was to investigate a possible antioxidant effect of CSH on several parameters of
oxidative stress in the brain of young rats. For the in vitro experiments, non-treated 22-day-
old rats were used and CSH was added to the assay at 0.25 to 1.0 mM final concentrations.
Results showed that CSH reduced lipoperoxidation (LPO), 2',7'-dihydrodichlorofluorescein
oxidation (DCFH), carbonyl content of proteins and catalase (CAT) activity, and increased
glutathione peroxidase activity (GSH-Px). In the acute treatment, 22-day-old rats received
three subcutaneous injections of CSH (0.26 umol/g body weight) at 3 h intervals and were
sacrificed 1 h after the last injection. In the control group, rats received the same volumes of
0.85% NaCl. Cysteamine decreased LPO and GSH-Px activity, and increased the carbonyl
content of proteins and CAT activity. The next step of this investigation was to verify the
effects of CSH co-administration in the same oxidative stress parameters studied before, in
cerebral cortex of rats submitted to an experimental model of cystinosis. The animals were
injected intraperitoneoudy twice a day with 1.6 umol/g body weight cystine dimethylester
and/or subcutaneously 0.26 umol/g body weight cysteamine from the 16™ to the 20"
postpartum day. Rats were sacrificed in the 21¥ day, half 1 h after the last injections, and the
others 12 h after the last injection. CDME induced L PO, protein carbonylation, and stimulated
superoxide dismutase (SOD), GSH-Px and CAT activities. CDME significantly decreased
thiol/disulfide ratio. CSH co-administration restored the redox status and prevented the
oxidative stress induced by CDME administration. Taken together, the results suggest that
CSH act not only as an intralysosomal cystine-depleting drug but also as a scavenger of free
radicals, reducing cell damage by apoptosis. If these effects also occur on cystinotic patients,
the antioxidant effect of CSH may contribute to retard the evolution of the disease.
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|. INTRODUCAO

[.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi proposto em 1908 por Sir Archibald
Garrod, referindo-se a quatro doengas. acaptondria, cistindria, pentosuria e albinismo. Esses
disturbios bioguimicos humanos sdo ateracbes genéticas que se manifestam pela diminuicéo
ou mesmo auséncia da fungdo de uma proteina, geramente uma enzima. As alteracfes
resultam em bloqueio de rotas metabdlicas, podendo ocorrer tanto o0 acimulo de metabdlitos
toxicos como a falta de produtos essenciais, acarretando em doenca subseguente (Bickel,
1987).

De acordo com Stambury et al. (1983), todos os processos bioquimicos no organismo
estdo sob controle génico e estéo sujeitos a serem realizados de forma deficiente sempre que
uma mutacdo génica aterar a funcdo de uma proteina.

Até o momento foram descritos mais de 500 EIM (Scriver et a., 2001), amaioria deles
envolvendo processos de sintese, degradacdo, transporte e armazenamento de moléculas no
organismo (Benson e Fenson, 1985), causando um grande nimero de defeitos com quadros
clinicos variados, podendo ser desde assintomaticos, até tdo graves que levam a morte
neonatal. Os EIM sdo graves e geralmente se manifestam na infancia, sendo que os sinais e 0s
sintomas encontrados sdo semel hantes aos de muitas doengas infantis.

Apesar de raros quando considerados individualmente, os EIM s3o relativamente
freqlientes em seu conjunto, podendo ocorrer aproximadamente um em cada mil recém-
nascidos vivos. As técnicas de investigagdo bioquimica tém colaborado para a descoberta de

novos erros inatos do metabolismo, esclarecendo cada vez mais os ja conhecidos.



[.1.1 Sinais Clinicos e Laboratoriais

Embora a sintomatologia dos EIM dependa do grau de deficiéncia enzimética, da area
do metabolismo e dos tecidos afetados, alguns sinais e sintomas aparecem com maior
frequiéncia nesses distlrbios (Burton, 1988).

As principais manifestacbes clinicas sdo deficiéncia de crescimento, dificuldade
alimentar, vomitos, diarréia, letargia ou coma, hipotonicidade ou hipertonicidade, convul sdes,
dificuldade respiratéria e apnéia, ictericia, hepatomegalia, fascies grosseira, dismorfias, odor
anormal na pele e na urina, anormalidades oculares, cabelos anormais e macroglossia, atraso
no desenvolvimento psicomotor e, principalmente, retardo mental progressivo.

Entre os achados laboratoriais mais comuns no periodo neonatal estdo: acidose
metabdlica, hipoglicemia, hiperamonemia, transaminases elevadas, substancias redutoras na
urina, teste de cloreto férrico positivo, cetonlria, neutropenia, trombocitopenia, anemia e

linfécitos vacuol ados em esfregaco periférico (Scriver et al., 2001).

[.1.2 Tratamento

O tratamento dessas doencgas sera tanto mais bem sucedido quanto mais precoce for o

seu diagndstico e pode ser conduzido de diversas maneiras.

% Limitando a entrada do precursor (como na fenilcetonuria, evitando a ingestdo de
fenilaanina);

% Suplementando o metabdlito ausente (como no hipotireoidismo, administrando a
tiroxina);

% Inibindo a formag&o da substancia acumulada (como na gota, administrando alopurinol
parainibir axantina oxidase);

% Inibindo 0 acimulo de determinada substéncia (como na Doenca de Wilson, impedindo a
formacgéo de cobre com o uso de drogas);

% Controlando fatores desencadeantes (evitando substéncias como farmacos);



% Aumentando a atividade enzimatica (como na homocistindria, aumentando as doses do
cofator, a piroxina);

% Suplementando a proteina ndo enzimética deficiente (como na hemofilia, administrando o
fator VII1);

% Suplementando a enzima deficiente.

|.1.3 Estudos de Erros Inatos do Metabolismo em Animais

Nenhum modelo animal, quimico ou genético, é capaz de reproduzir completamente a
doenca humana devido as peculiaridades genéticas e ambientais de cada espécie. Entretanto,
0s modelos permitem estudar a evolucéo da doenca e isolar cada um dos fatores patogénicos
presumiveis e associ&-|os da maneira desgjada, obtendo informagfes impossiveis de conseguir
nos pacientes (Bulfield, 1980; Herschkowitz, 1988). Neste sentido, o estudo de modelos
animais de erros inatos do metabolismo humano parece ser de grande valia para investigar a
patogenia e auxiliar na compreensdo de alguns aspectos dessas doencgas.

No caso da cistinose, doenca a ser abordada neste estudo, um modelo animal baseado
na sobrecarga lisossomal por éster de dimetil cistina (CDME) tem sido utilizado na tentativa
de esclarecer os mecanismos que levam o acimulo de cistina a provocar dano celular.

(Foreman et al., 1987; Ben-Nun et a., 1993).

.2 CISTINOSE

A cistinose € uma doenca rara, autossomica recessiva, multisistémica, caracterizada
por desordem no transporte lisossomal, levando ao acimulo intracelular de cistina (Gahl et
a., 2001). A primeira descri¢do clinica ocorreu por volta dos anos 1900, mas somente em
1998 o gene causador, CTNS, foi identificado (Kalatzis e Antignac, 2003). Este gene codifica

a proteina transportadora lisossomal de cistina, a cistinosina, que, quando deficiente ou



ausente, leva aformacao de cristais de cistina em varios tecidos (Kleta e Gahl, 2004; Tsilou et
al., 2006).

A incidéncia da cistinose infantil tem sido estimada em 1 caso a cada 100.000-200.000
nascidos vivos. Entretanto, uma incidéncia maior tem sido reportada em regides como leste da
Franca (Provincia de Brittany), Reino Unido, Alemanha e Canada (Quebec). Em Brittany, a

incidéncia é de 1 caso a cada 26.000 nascidos vivos (Gahl et al., 2001).

1.2.1 Aspectos Historicos

Os primeiros casos foram reportados em 1903 por Abderhalden. ApGs mais ou menos
trinta anos, Fanconi na Suica, de Toni na ltdlia e Debré na Franca descreveram uma desordem
renal tubular caracterizada por glicoslria, proteindria, acidose renais e raquitismo
hi pof osfatémico chamada Sindrome de Fanconi. No final dos anos quarenta, Dent quantificou
a extensdo da polilria, glicostria, fosfatiria e proteindria, notando uma aminoaciduria
generalizada nos pacientes afetados em relacdo as concentracfes normais do aminoacido no
plasma. Em 1952, Bickel et al. descreveram a associacdo entre Sindrome de Fanconi e lesdo
glomerular progressiva. As investigacdes clinicas em cistinose tiveram inicio em 1967 através
da cromatografia. Essa técnica revelou concentragcBes plasméticas de cistina normais em
pacientes cistinéticos, mas quantidades elevadas de cistina livre intracelular. Com o passar do
tempo, vérias técnicas mostraram que havia cistina armazenada nos lisossomos das células de
individuos afetados (Gahl et al., 2002). O proximo estagio foi investigar a hipétese de que o
transporte de peguenas moléculas através da membrana lisossoma era mediado por um
transportador. Para tanto, leucdécitos polimorfonucleares foram carregados com altas
concentragbes de cistina por exposicdo ao CDME, e assm como ocorreu com outros
aminoacidos metilésteres, 0 mesmo foi hidrolisado especificamente nos lisossomos, formando
metanol e cistina livre. Tubulos proximais isolados de ratos e coelhos com sobrecarga de

CDME desenvolveram deficiéncia de reabsorcdo proximal tubular semelhante aguela
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encontrada na Sindrome de Fanconi (Foreman et al., 1987; Ben-Nun et al., 1993). Em 1995, o
gene da cistinose foi localizado no cromossomo 17p por um grupo de investigadores. Em

1998, o gene foi isolado e vérias mutagdes foram identificadas.

[.2.2 Lisossomos

Os lisossomos séo organelas citoplasmaéticas envoltas por membranas que contém uma
variedade de enzimas capazes de hidrolizar proteinas, &cidos nucléicos, carboidratos e
lipidios. Os lisossomos funcionam como um sistema digestivo da célula, servindo tanto para
degradar material captado do exterior da célula como para digerir componentes obsoletos da
propria célula. Na sua forma simples, sdo vistos como vacuolos esféricos e densos, podendo
apresentar variagdes consideraveis no tamanho e na forma de acordo com os diferentes
materiais que foram captados para digest&o (Cooper, 2001).

As doencas relacionadas aos lisossomos apresentam efeitos cumulativos e resultam em
degeneracdo dos tecidos, podendo levar a 6bito. As doencas lisossomais de origem genética
s80 de dois tipos principais. aquelas relacionadas a sintese ou funcéo dos lisossomos e as que
s80 associadas a disfuncéo de uma enzima especifica (Carvalho e Recco-Pimentel, 2007).

A importancia de sistemas de transporte em mediar a saida dos metabdlitos dos
lisossomos torna-se especiamente clara nas doencas genéticas letais, como a cistinose

nefropética (Pisoni et al., 1990; Hirota et al., 2004).

[.2.3 Cistina

A cistina € um dissulfeto formado pela oxidagdo de duas moléculas do aminoécido
cisteina. Cistina e cisteina participam da reacéo reversivel de oxi-reducdo. Na presenca de
oxigénio (O), a cisteina é rapidamente oxidada a cistina. A cisteina é tanto um precursor da
sintese de proteinas quanto um produto da hidrélise de proteinas e pode ser incorporada nos

tidis livres como a glutationa (GSH).
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O aminoacido cisteina é originado pela hidrélise da cistationina, que é formada pela
combinagdo dos aminoacidos homocisteina e serina. A cadeia lateral da cisteina contém um
grupo sulfidrila (-SH), o qual é um importante componente do sitio ativo de muitas enzimas.
Em proteinas, dois grupos -SH de dois residuos de cisteina podem se oxidar formando um
residuo de cistina, que contém uma ligacdo covalente denominada ponte dissulfeto (-S-S-). A
cistina € reduzida a cisteina utilizando NADH * e H* como agentes redutores.

No citosol estdo presentes muitos sistemas redutores de cistina, a maioria da cist(e)ina
existe na forma tidlica livre. Isto € mantido como cisteina por GSH-dissulfeto
transidrogenases agindo, conjuntamente, com altas concentragbes celulares de glutationa
reduzida. Cistinae GSH participam de uma reagdo para formar cisteina e dissulfeto cisteina-

GSH. Uma segunda reacdo entre GSH e o dissulfeto produz cisteina e glutationa oxidada

(GSSG; Gahl et al., 2001).

[.2.4 Armazenamento de Cistina na Cistinose

A concentracdo plasmética, bem como a absor¢éo intestinal de cistina é normal na
cistinose. No entanto, o armazenamento de cistina na cistinose € intracelular, com formacéo
de cristais nos rins, figado, pulmdes, pancreas, intestino, apéndice vermiforme, conjuntiva e
cornea, retina, linfonddos, tiredide, timo, musculo, placenta, intestinos, figado, cérebro, entre
outros. O acumulo de cistina e a formagéo de cristais ocorrem em diferentes momentos do

desenvolvimento do individuo (Gahl et a., 2002).

1.2.5 Classificacdo da Cistinose
Existem vérias formas clinicas da doenca (infantil ou classica, juvenil ou intermediaria
e ocular, ndo nefropética ou adulta), baseadas na idade de inicio e na severidade dos sintomas.
A forma mais severa, a cistinose infantil, se manifesta geralmente entre 6 e 12 meses

de idade com perda de fluidos e eletrdélitos, aminoaciduria, glicosUria, fosfatlria, acidose renal
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tubular, raguitismo e retardo no crescimento, sendo responsavel por 95% dos casos de
cistinose registrados nos Estados Unidos da América

A lesdo glomerular resulta em faléncia renal entre os 9 e 10 anos de idade.
Primeiramente pensava-se que a cistinose era uma doenca puramente renal, mas com 0
advento da terapia de substituicéo renal, as complicacdes oculares, hepéticas, musculares e no
sistema nervoso central foram sendo reportadas (Kalatzis e Antignac, 2003).

Outros dois tipos, menos severos e menos freqlientes sdo a cistinose juvenil e a ocular.
Individuos com a forma juvenil apresentam o dano glomerular entre 12 e 15 anos de idade,
mas ndo evoluem com tubulopatia severa e retardo no crescimento. A progressao para o
estagio final da doencarenal é lenta e ocorre em idades variadas.

Pessoas com cistinose ocular ndo possuem anormalidades renais.

1.2.6 Achados clinicos e patologia

Segundo Gahl et a. (2002), as manifestagdes iniciais da cistinose geralmente aparecem
alguns meses apos 0 hascimento. Os sinais e sintomas sdo variados e incluem primeiramente
politria, polidipsia, desidratacdo e retardo no crescimento, podendo evoluir para
hipotireoidismo, fotofobia, insuficiéncia renal cronica, miopatia, disfagia, cegueira, diabete
melito, hipogonadismo masculino, disfungdo pulmonar e calcificagcbes no sistema nervoso

central. Porém, o envolvimento renal é a principal caracteristica clinica da doenca.

[.2.6.1 Envolvimento renal

Pacientes com cistinose nefropética sdo aparentemente normais ao nascimento. O
desenvolvimento progride normalmente até a segunda metade do primeiro ano de vida,
guando comega a ocorrer retardo no crescimento e aumento de peso e a crianga acometida se
alimenta pouco, fica irritadica, urina e bebe em excesso e apresenta episodios de acidose e

desidratagdo. Os sintomas iniciais da cistinose sdo resultado da faléncia tubular renal na
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reabsorcdo de moléculas pegquenas causando a Sindrome de Fanconi. A cistinose é a causa
mais comum de Sindrome de Fanconi em criancas. Essa sindrome é caracterizada por perda
urinaria excessiva de proteinas de baixo peso molecular, glicose, aminoacidos, fosfato, calcio,
magnésio, sodio, potéssio, carnitina, bicarbonato, &gua, entre outras.

A poliuria consiste em uma perda de 2 a 6 litros de urina diluida diariamente, podendo
levar & enurese persistente e morte por desidratacdo e desequilibrio eletrolitico. A
desidratacdo progride rapidamente e pode ser associada a uma febre cronica. A fosfatiria
leva ao raguitismo hipofosfatémico, com dificuldade para caminhar e altos niveis séricos de
fosfatase alcalina. A aminoacidlria generalizada resulta na excregdo de aminoacidos em
concentracOes até 10 vezes maiores do que as normais. A concentracdo de cistina urinéria é
elevada as mesmas extensdes dos demais aminoécidos, e os célculos de cistina ndo sdo
formados como na cistindria, devido & urina diluida e alcalina. No inicio da adolescéncia,
muitos pacientes apresentam nefrocalcinose medular. A proteindria ocorre porque o epitélio
dos tdbulos renais é atamente especializado na reabsor¢do protéica por endocitose
(Maunsbach, 1976; van Deurs e Christensen, 1984).

Quando a cistinose é diagnosticada ainda na infancia, a concentracdo de creatinina
sérica geralmente ndo € muito elevada, apesar de ja poder se observar um déficit na taxa de
filtrac8o glomerular. Muitos pacientes apresentam cilindros granulosos e hematUria ao exame
de urina. Na auséncia de tratamento, a depuracdo de creatinina diminui inexoravelmente a

partir dainfancia

[.2.6.2 Envolvimento do sistema nervoso central

As correlacdes clinicas do armazenamento de cristais de cistina no sistema nervoso
central incluem atrofia cerebral na tomografia computadorizada, convul sdes, tremores, déficit
cognitivo, retardo mental ou sindrome piramidal, perda de memdria recente e fragueza de

extremidades (Vogel et al., 1990).
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|.2.7 Diagndstico

O diagnostico é feito pela medida do contetido de cistina em leucécitos. Os niveis de
cistina sdo medidos com 0 uso de um ensaio sensivel e especifico envolvendo proteinas
ligadoras de cistina ou com o uso de cromatografia de coluna de troca iénica. Em individuos
normais, uma preparacéo de leucdécitos contém menos do que 0,2 nmol de meia cistina/mg de
proteina, enquanto pacientes com cistinose nefropética podem chegar a valores de 2,0 nmol de
meia cistina/mg de proteina. (O contetido de cistina € expresso em unidades de meia cistina
porque os métodos iniciais de quantificacdo envolveram uma reducdo de cistina seguida de
um ensaio para cisteina).

O diagnostico pré-natal pode ser executado em cultura de amnidcitos ou em amostra de
vilosidades corionicas. Testes para a medida do contetido de cistina na placenta e leucocitos

do corddo umbilical podem ser realizados imediatamente apds 0 nascimento.

[.2.8 Tratamento

Para que o tratamento da cistinose nefropatica seja bem sucedido, o diagnostico deve
ser precoce. Caso a doenca ndo sga adequadamente tratada na infancia, a crianca
desenvolvera insuficiéncia renal cronica havendo necessidade de didise e transplante. A
terapéutica depende do estagio da doenca e pode ser paliativa (reposicdo de eletrdlitos,
suplementacdo de célcio, fosfato de sodio e vitamina D, reposi¢cao de carnitina e horménio de

crescimento) ou especifica (cisteamina).

.3 CISTEAMINA

O tratamento de escolha existente para a cistinose € a terapia oral com cisteamina
(CSH, B-mercaptoetilamina), uma droga que reduz, aproximadamente em 95%, 0s niveis

intracelulares de cistina (Gahl, 2003).
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A CSH é um aminotiol natural e proveniente da degradacdo da coenzima A. Em
humanos, é o Unico aminotiol capaz de ser reconhecido pelo transportador de cisteamina
lisossomal (Pisoni et al., 1995) e, assim, de acordo com Kooistra et al. (1982), atravessar a
membrana lisossomal tanto na forma reduzida quanto na oxidada (cistamina).

Ensaios clinicos tém demonstrado que a cisteamina, quando indicada precocemente,
retarda a deterioracdo glomerular, melhora o crescimento linear, previne o hipotireoidismo e
diminui o contetido de cistina muscular. Portanto, a CSH parece prevenir as complicacfes ndo
renais da cistinose encontradas em pacientes adultos ndo tratados como, por exemplo, a
miopatia distal, disfagia e envolvimento do sistema nervoso central (Gahl, 2003). Muitos
pacientes sobrevivem aos trinta anos sem necessidade de transplante renal. Se o diagndstico
for estabelecido e a terapia com CSH for iniciada antes do aparecimento dos sintomas, o
prognéstico da funcdo glomerular € bom, mas a disfungdo tubular ainda se desenvolve cedo
(Gahl et al., 2002).

Ao andlisar a concentragdo de creatinina, levando em consideragdo a idade, em
pacientes tratados com CSH oral e em pacientes ndo tratados, é possivel perceber o efeito
favoravel de deplecdo precoce e prolongada de cistina em pacientes cistinéticos (Gahl et al.,
2002).

A cisteamina tem um odor forte e liga-se a mucosa oral e obturagcdes dentarias. Por
essa razéo, cdpsulas de bitartrato de cisteamina (Cystagon, Mylan) séo preferiveis quando as
criancas tiverem idade suficiente para engolir as capsulas. Para bebés, o conteldo das

capsulas pode ser dissolvido em suco e dado com outros medicamentos.

[.3.1 Mecanismo de deplecé&o da cistina pela cisteamina

A CSH entra nos lisossomos via um transportador especifico para aminotiéis ou
aminossulfetos, clivando cistina em cisteina e em um dissulfeto misto cisteina-cisteamina

(Fig. 1). A cisteina sai livremente dos lisossomos cistinéticos atraves de transportadores
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especificos, enquanto o dissulfeto cisteina-cisteamina, que é estruturalmente andlogo alisina,
€ retirado da membrana lisossomal pela porta de lising, via transportador correspondente
(Kalatzis e Antignac, 2003). No citoplasma, a CSH e a cisteina séo reduzidas pela glutationa,
permitindo o ciclo da CSH entre os lisossomos e o citoplasma. Em cada ciclo, € removido 1

mol de meia cistina por mol de CSH (Gahl et al., 2002).

{(HjooC _ COO(H)
. CH-CH,=5-S=CH,~CH™
NH; 7 * NH;

Cistina x = ‘ l )
Saida de

+ CISTINOSINA e

Defeituosa

HS-CH,-CH,-NH;

!

,COO(H)

Lisossomo NH;

Canal de

Cisteina Cisteina

+
{HI00C

Citosol . ,CH-CH, -5-S C@:>
NH; 7

Cisteina-cisteamina Canal de
Lisina

Figura 1: Mecanismo de deplecdo da cistina pela cisteamina (fonte: adaptado de Gahl
et al., 2001).

1.3.2 Dosagem e efeitos colaterais

Altas doses de CSH sdo necessarias para uma maxima eficacia na fase inicia da
doenca. Além disso, a droga deve ser ingerida a cada seis horas, provocando efeitos
indesg &veis como intolerancia digestiva e um persistente odor nauseante, em qualquer dose, e
sonoléncia em doses excessivamente altas. Em casos raros, pode ocorrer urticéria alérgica,
convul sbes e neutropenia.
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A terapia com CSH deve ser iniciada com a dose diaria de 10mg/K g de peso corporal a
cada seis horas e aumentada semanalmente até a dose de 60 a 90mg/kg de peso corporal por
dia. Em alguns casos, sdo requeridas doses mais altas para a obtencdo de uma deplecdo

satisfatoria de cistina devido a absorcéo deficitaria e inativacdo répida da droga.

.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Os humanos necessitam de O, para sobreviver, porém a hiperéxia produz toxicidade
(Chavko et al., 2003). Um dano oxidativo basal ao DNA, lipidios e proteinas ocorre em todos
os tecidos, até mesmo em ar ambiente (Halliwell e Whiteman, 2004).

De acordo com Halliwell (2006), em organismos aerébios, ha um equilibrio entre a
producdo de vérias espécies reativas (ER) e defesas antioxidantes, visto que essas ER
possuem importantes funcBes bioldgicas, como defesa contra infecges e sinalizacdo da
resposta inflamatéria. Entretanto, o excesso de ER pode causar dano tecidual e posterior
doenca cronica.

O estresse oxidativo é definido como um dano tecidua resultante de um desequilibrio
entre uma producdo excessiva de compostos oxidantes e mecanismos de defesas antioxidantes

ineficientes.

1.4.1 Compostos oxidantes: radicais livres e espécies reativas

Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), radical livre é qualquer espécie capaz de
existir independentemente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados em sua Ultima
camada eletrénica. Essa configuracéo faz dos radicais livres espécies atamente instaveis, de
meia vida relativamente curta e quimicamente muito reativas. O radical livre mais ssimples é o
atomo de hidrogénio, pois 0 mesmo tem apenas um elétron que €, portanto, desemparel hado.

Existem compostos derivados do O, que sdo tdo reativos quanto os radicais livres

(Tab. 1), mas que ndo possuem elétrons ndo pareados na Ultima camada, como por exemplo, 0
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peréxido de hidrogénio (H-0,), o oxigénio singlet (O,*Ag) e o &cido hipocloroso (HOCI).
Assim sendo, a expressdo espécies reativas de oxigénio (ERO) é utilizada para incluir tanto
radicais de O, como substéncias ndo radicalares, que sdo agentes oxidantes e/ou facilmente
convertidos em radicais (Halliwell e Cross,1994; Halliwell, 2006). Todos os radicais livres de
O, sdo ERO, mas nem todas ERO sdo radicais livres. Além dessas, existem ainda as espécies
reativas de nitrogénio (ERN), sendo o éxido nitrico (NO’) e o peroxinitrito (ONOQO") os
principais representantes.

Tabela 1: Espécies reativas de oxigénio (fonte: adaptada de Halliwell, 2006)

Radicaislivres N&o-radicais
ERO ERO
Superoxido, O3 Peroxido de hidrogénio, H,0,
Hidroxila, OH® Acido hipobromoso, HOBr
Hidroperoxila, HO> Acido hipocloroso, HOCI
Carbonato, CO3" Ozo6nio, O3
Peroxila, RO» O,'Agsinglet
Alcoxila, RO’ Peroxidos organicos, ROOH
Radical dioxido de carbono, COy Peroxinitrito, ONOO~
0,'=g" singlet Peroxinitrato, O,NOO
Acido peroxinitroso, ONOOH
Peroxomonocarbonato, HOOCO,"
Nitrosoperoxicarbonato, ONOOCO,

|.4.2 Fontes oxidativas

A célula esta exposta a uma grande variedade de ERO oriundas de fontes exdgenas,
como radiacdo ultra-violeta, ultra-som, alimentos, drogas, poluentes e toxinas, e enddgenas
como células (neutrofilos), enzimas produtoras de ERO direta (NO sintase) e indiretamente
(xantina oxidase), metabolismo (mitocéndria) e doencas (Kohen e Nyska, 2002).

A obtencdo de energia pelos organismos aerdbicos é feita através da fosforilacdo
oxidativa. A principa fonte de radicais livres € o0 sistema de transporte de elétrons
mitocondrial (Fig. 2), sendo o seu principa sitio de formagdo o complexo citocromo c-

ubiquinona (Tyler, 1975; Turrens, 2003).
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Complexo | | —> —> Cit c ==>| Complexo IV

Figura 2: Sistema de transporte de elétrons mitocondrial (fonte: Carvalho et a., 2003).

A citocromo oxidase utiliza 80% do O, captado pelo corpo humano, adicionando 4
elétrons em cada molécula de O, gerando duas moléculas de agua:

O, + 4H" + 4e — 2H,0

Entretanto, nem sempre o O, se transforma completamente em &agua. Como
conseqiéncia de sua configuragdo eletrénica, a molécula de oxigénio tem forte tendéncia,
durante as reacles, em receber um elétron de cada vez, formando uma série de intermediérios
toxicos e reativos (Meneghini, 1987): radical superdxido (33), peroxido de hidrogénio (H,0,)
e radica hidroxila (OH®), que correspondem a reducdo por um, dois e trés elétrons,

respectivamente, conforme esquema abaixo:

0, &> O o H0, %» OH'Te;> H,0

Segundo Juurlink (1997), em torno de 1 a 3% de todo o O, consumido pela
mitocondria resulta na formagdo de radicais superoxido. O anion superdxido causa vérias
reacOes na célula: reage com tidis, deesterificando a membrana lipidica e liberando acido
aracddnico, o qual inicia uma cascata metabdlica e aumenta a formagéo do anion superoxido;
depleta NADH celular viareagdo em cadeiacom NADH ligado a lactato desidrogenase; reage

com Oxido nitrico, produzindo peroxinitrito (um forte oxidante); participa da dismutacdo do
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H.O, e do oxigénio singlet com liberagdo do ion ferro proveniente da ferritina armazenada
(Fridovich, 1986; Hall e Braughler, 1993; Juurlink e Paterson, 1998).

A hipoxantina, um metabdlito do ATP via AMP, adenosina e inosina, é convertida a
xantina e, apds, a &cido Grico pela xantina oxidase, usando NAD" como um aceptor de
elétrons. A xantina oxidase usa o O, como um aceptor de elétrons, aumentando a producéo de
ion superoxido e H,O, (Juurlink, 1997; McCord, 1985).

De acordo com Fridovich (1978) e Juurlink e Paterson (1998), o H,O, é gerado a partir
do superdxido por meio de dismutacdo, sendo esta reagdo catalisada pela superdxido
dismutase (SOD).

03 + 0y +2H 290, 0,4+ 1,0,

(Dismutacdo do radical superdxido por agdo da superdxido dismutase)

O H,0, também pode ser formado por outros mecanismos, como pelas oxidorredutases
nas organelas peroxissomais. Embora sendo relativamente pouco reativo, o H,O, atravessa
facilmente as membranas biolégicas (Halliwell e Gutteridge, 2007) e, na presenca dos ions

ferro (Fe?*) e cobre (Cu®), 0 mesmo é convertido a radical hidroxila (Reagéo de Fenton). A

partir disto, o ferro oxidado pode ser reduzido pelo anion superdxido.

+ 3+

2 ° _
H,0,+Fe — 4 Fe + OH"+OH

+ 2+

H,0,+ Cu — Cu + OH"+OH"~

(Reaco de Fenton)

Os metais de transicio podem catalisar a reacéo entre H,O, e 0% levando a producio
de radical hidroxila. Estareacdo é conhecida como Reacdo de Haber-Weiss e é catalisada pelo
cobre ou ferro que pode ser proveniente da ferritina, hemogl obina ou mioglobina.

o- Cut/Fe”’ -
H,0, + 03 =€ , OH +OH + O,

(Reac&o de Haber-Weiss)
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O radical hidroxila é o mais potente oxidante em sistemas biolégicos. O OH *extrai um
elétron das enzimas que contém grupo tiol, como a glutationa redutase e a glutationa
peroxidase, DNA e lipidios polinsaturados. Esse radical livre interfere na funcéo
mitocondrial, inativando proteinas eletrocarreadoras e ATPase mitocondria e peroxidando os
lipidios de membrana (Juurlink e Paterson, 1998).

O oxigénio singlet € formado pela interagdo entre anion superdxido-anion superoxido,
peroxinitrito-peréxido de hidrogénio ou anion superdxido-perdxido de hidrogénio. Ele inativa
a cécio ATPase, desnatura proteinas, inativa a SOD e a cataase, e oxida lipidios
polinsaturados produzindo hidroperdxidos e endoperdxidos. Esses perdxidos juntamente com
ions de transicdo podem iniciar a propagacdo das cadeias de lipoperoxidacdo ou produzir mais

oxigeénio singlet.

[.4.3 Problemas do encéfalo

Todas as células aerdbicas sofrem dano oxidativo, porém o encéfalo € especialmente
suscetivel aisso (Halliwell, 1992, 2001). Uma das razdes é o0 seu alto consumo de O,: apesar
do encéfalo humano possuir um pequeno percentual no peso corporal, ele é responsavel por
cerca de 20% do consumo basal de O,. A principa razéo para o alto consumo de O, é a
grande quantidade de ATP necessaria para manter a homeostase idnicaintracelular neuronal.

Além disso, o encéfalo possui outros problemas:

x  Presenca de aminoacidos excitotoxicos. a concentracdo de glutamato nos fluidos
extracelulares do encéfalo € normamente baixa (<1uM).

x Mitocondria neuronal gera Oy (principalmente a partir do complexo I; Kudin et al.,
2005): niveis de 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina, mutacoes e delecdes aumentam com a idade
no DNA encefélico mitocondrial.

x Muitos neurotransmissores sao auto-oxidaveis. dopamina, seu precursor L-DOPA,

serotonina e norepinefrina podem reagir com O, e gerar, aém de O3, quinonas e
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semiquinonas que podem depletar glutationa reduzida (GSH) e ligar a grupos SH (Spencer
et a., 1998).

Ferro € encontrado em todas as regides do encéfalo (Burdo e Connor, 2003; Zecca et al.,
2004): importantes proteinas que contém ferro incluem citocromos, ferritina, aconitases,
proteinas de ferro ndo-heme na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, citocromos
P450, e hidroxilases de tirosina e triptofano. Vérias areas encefdicas (substancia negra,
nucleo caudato, putamen e globo palido) possuem um alto contetido de ferro, que pode ser
detectado por ressonancia magnética (Schenck e Zimmerman, 2004).

Os lipidios de membrana sdo ricos em acidos graxos polinsaturados: especialmente
residuos de docosa-hexandico (DHA). Produtos da lipoperoxidacdo podem lesionar o
encéfalo. O 4-hidroxinonenal (HNE) é citotoxico aos neurbnios, aumentando os niveis de
Ca”™, inativando os transportadores de glutamato e prejudicando as proteinas dos
neurofilamentos (Mark et al., 1997; Ong et al., 2000).

O metabolismo encefélico produz uma grande quantidade de H,O,: ndo somente via
SODs, mas também via enzimas monoamina oxidases A e B que estéo localizadas no lado
de fora da membrana mitocondrial dos neurénios e glia. Elas catalizam a reacéo

monoamina (RCH;NH,) + O, + H,O —»adeido (RCHO) + H, O, + NH3

e produzem H,0, no encéfalo (Gal et al., 2005).

As defesas antioxidantes sio modestas: em particular, os niveis de catalase séo baixos na
maioria das regides do encéfalo (no hipotdlamo e na substancia negra s&o um pouco
maiores do que no cortex e no cerebelo; Halliwell, 2001).

ER podem contribuir para a “abertura” da barreira hematoencefélica: permitindo a
entrada de neurotoxinas, endotoxinas e células inflamatérias no encéfalo (Krizbai et a.,

2005; Kim et al., 2003; Savarg et al., 2005).
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x A hemoglobina é neurotdxica: essa proteina € normalmente transportada de forma segura
pelos eritrocitos que, por sua vez, s30 ricos em enzimas antioxidantes. Entretanto,
hemoglobina isolada € degradada em exposi¢céo ao excesso de H,O,, liberando ions ferro
pro-oxidantes do anel heme (Gutteridge, 1986). Além disso, a hemoglobina reage com o
H,0O; e outros peréxidos para formar espécies oxidaveis (radicais heme ferril e de varios

aminoécidos) capazes de estimular a lipoperoxidagao.

|.4.4 Marcadores do estresse oxidativo

Os radicais livres podem atacar uma série de biomoléculas, iniciando reagbes em
cascata onde um radical reage com um composto gerando novos radicais. O alvo celular dos

radicais (proteinas, lipidios e DNA) esta relacionado ao seu sitio de formag&o.

1.4.4.1 Lipidios

Todas as membranas celulares sdo vulneraveis a oxidagdo devido as suas atas
concentracbes de é&cidos graxos insaturados. O dano a lipidios, conhecido como
lipoperoxidacgéo (LPO), acarreta alteragdes na fluidez e na permeabilidade das membranas.
Conseguientemente, ocorre perda da seletividade na troca ionica, inativacéo de receptores e
liberagcdo do contetido das organelas, como as enzimas hidroliticas lisossomais, e formagdo de
produtos citotoxicos como o malondialdeido (MDA) e o HNE, culminando em perda da
homeostasia e morte celular (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A LPO é uma reacdo em cadeia e ocorre em 3 etapas. iniciagdo, propagacdo e
terminacéo (Fig. 3).

1. Iniciacdo: envolve o seqliestro de um aomo de hidrogénio do grupo metileno do

lipidio (LH). Tal sequestro pode ser realizado pelo OH®, com conseqliente

formag&o do radical lipidico (L).
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2. Propagacdo: na primeirareacéo, o L° reage rapidamente com o O,, resultando em
radical peroxila (LOO"), que por sua vez seqiiestra novo hidrogénio do cido graxo
polinsaturado, formando novamente o L” na segunda reago.

3. Terminagdo: os radicais L* e LOO" reagem entre si formando compostos ndo

radicalares.

LH Membrana Celular

Aldeidos: MDA, 4-HNE, etc.
LH—F L+ —I‘* LOO- LOOH \_, Efano, Pentano

Epdxidos
b Etc.

Os passos infermedidrios da lipoperoxidagdo

1. Iniciagdo: LH —% L=

2. Propagagdo: Le + O; — LOO-
LOO+ +LH —» LOOH + L+

3. Terminagdo: LOO+ + LOQ » _sprodutos
LOOs +L+ —% ndo
Le = Ls — radicalares

Figura 3: Etapas da lipoperoxidagéo (fonte: Carvalho et a., 2003).

A peroxidagdo lipidica pode ser estimada pela medida de seus produtos, sendo
freqlentemente utilizada para medir indiretamente a producdo de radicais livres (Punchard e
Kelly, 1996). Atuamente, vérios estudos tém utilizado a técnica de TBARS como medida
indireta de LPO (Fighera et al., 2003; Malfatti et a., 2003; Ribeiro et al., 2005). Segundo
Brown e Kelly (1996), essa técnica mede a peroxidacdo de lipidios pela reacdo do acido
tiobarbitlrico com o0 MDA, que € um biomarcador de estresse oxidativo e € um dos ultimos

produtos liberados na L PO.
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1.4.4.2 Proteinas

As proteinas, importantes constituintes das membranas, podem ser alvo de ataque das
ERO. Em concentragdes fisioldgicas, 0 H,O, e o radical superdxido exercem efeitos leves nas
proteinas, entretanto, aquelas que contém grupos SH podem sofrer oxidacdo quando
interagem com H,O,. As proteinas podem sofrer dano direto ou indireto a partir da interacéo
com ERO, incluindo peroxidacdo, prejuizo a residuos de aminoacidos especificos, mudancas
na sua estrutura terciaria, degradacé@o e fragmentacdo. As consequéncias do dano protéico,
COmo um mecanismo de resposta ao estresse, sdo perda da atividade enzimética, ateragdo de
funcbes celulares como a producéo de energia, interferéncia na criagdo de potenciais de
membrana e mudancas no tipo e no nivel protéico celular.

Os produtos da oxidagdo protéica sdo usuamente adeidos, ceto compostos e
carbonilas (Kohen e Nyska, 2002). Particularmente, os aminoacidos histidina, argininaelisina
s80 os principais avos das ERO para a producdo de grupos carbonil (>C-0). O conteido dos
grupos carbonil nas proteinas pode ser medido através da reagdo desse grupo com 2,4 -
dinitrofenil-hidrazina (Pratico e Delanty, 2000) para formar 2,4 -dinitrofenil-hidrazona, que
pode ser detectada e quantificada espectrofotometricamente ou imunoquimicamente (Levine
et a., 2002). O contetido de grupos carbonil esta aumentado na neurodegeneracdo relacionada
a idade (Stadtman, 2001), em modelos experimentais de doencas neurodegenerativas, como
nas doencas de Alzheimer (Aksenov et al., 2001), Huntington (Tunez et al., 2004) e Parkinson
(Butterfield e Kanski, 2001); bem como em modelos de convulsdes induzidos por

pentilenotetrazol (Schneider Oliveiraet al., 2004).

1.4.4.3 DNA

Apesar do DNA ser uma molécula estéavel e bem protegida, as ERO podem interagir
com 0 mesmo e causar varios tipos de dano: modificagédo das bases do DNA, quebrasimplese
dupla do DNA, perda das purinas, dano ao aglcar deoxirribose e dano ao sistema de reparo do
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DNA. A ERO que mais causa dano ao DNA é o radical hidroxila. A interagdo direta do DNA
com outras ERO menos reativas, como 0 O e H,0O,, ndo causam dano em concentraces
fisiologicas. No entanto, essas espécies reativas servem como fonte para outros intermediarios

reativos que podem facilmente atacar e causar dano.

[.4.5 Sistemas de defesa antioxidantes

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabolicos levou as
células a desenvolverem mecanismos de defesa que controlassem os niveis de ER e
impedissem a inducdo de danos, os antioxidantes. O sistema de defesa inclui antioxidantes
enziméticos, como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase
(CAT); antioxidantes ndo enziméticos, como o é&cido ascoérbico, tocoferol, glutationa e
carotendides; proteinas extracelulares ligantes de ferro e cobre, como a albumina, transferrina,

ferritina e ceruloplasmina; e antioxidantes exdgenos polifendlicos como os flavondides.

[.4.5.1 Defendendo o encéfalo

Uma importante estratégia para proteger o encéfalo das ERO € manter os niveis de O,
baixos o suficiente para manter apenas a demanda metabdlica. Pequenas quantidades de O,

reduzem as reagdes de auto-oxidacdo, a producdo de O3 e a atividade das oxidases.

[.4.5.1.1 Defesas enzimaticas

x S0OD
Todas as regides do sistema nervoso contém SODs, enzimas que removem G
catalisando a sua dismutacdo, um O5 sendo reduzido a H,O, e outro oxidado a O, (Fridovich
1989, 1995; Halliwell, 2001; Liochev e Fridovich, 2005).
205 +2Hs  H,0,+ 0,

A isoforma da SOD presente na matriz mitocondrial é dependente de manganés

(MnSOD), enquanto as isoformas encontradas no espago intermembrana mitocondrial e no
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citosol sdo dependentes de cobre e zinco (CuZnSOD; Fridovich, 1995). A SOD pode ter um
efeito pré-oxidante, visto que uma atividade elevada, sem aumento compensatério das
enzimas CAT e/ou GSH-Px, promoveria um excesso de H,O, que poderiareagir com outro O,

e formar o poderoso radical OH" .

x CAT

A CAT, que cataisa a reducdo de 2H,0, a 2H,0 e O,, é uma enzima composta de
quatro subunidades (cada uma contendo um grupamento heme), esta presente em todos os
tipos de células de mamiferos e esté |ocalizada, principa mente, nos peroxissomas. Como ndo
estd presente na mitocondria, onde grande quantidade de O3 é formado, ndo é muito
importante para o encéfalo (Turrens, 2003).

2H,0, AL 2H,0 + 0,

A atividade da CAT pode ser inibida pela agdo do superdxido. Essa inibicéo reciproca
pelo substrato de uma enzima sobre a outra funciona como um mecanismo regulatorio para

gue haja uma atividade acoplada entre elas (Kono e Fridovich, 1982).

x  GSH-Px

A GSH-Px é a principal enzima que remove H,O, tanto no cérebro quanto em outros
tecidos animais. Apresenta, em sua estrutura, quatro unidades protéicas, cada uma contendo
um &omo de selénio (Se). Existem pelo menos quatro tipos de GSH-Px nos mamiferos, sendo
gue todos eles podem catalisar a reducdo de H,O, em H,0O utilizando glutationa reduzida
(GSH) como substrato. Além disso, a GSH-Px também reduz outros peréxidos organicos
(ROOH) em édcool.

H,0, +2GSH LSH-PXy GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH &SH-PXy ROH + GSSG + H,0
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I.5 ESTRESSE OXIDATIVO E ERROS INATOS DO METABOLISMO

O estresse oxidativo esté4 envolvido nos mecanismos patologicos de varias doencas
neurodegenerativas, tais como Parkinson, Alzheimer, Huntington e Esclerose Lateral
Amiotréfica (Delanty e Dichter, 1998; Matés, Pérez-Gomes e Castro 1999; Halliwell e
Gutteridge, 2007), bem como em alguns EIM intermediario (Wajner et al., 2004). A formagao
de radicais livres e de espécies reativas estd presente nas acidemias propidnica e
metilmalénica (Fontella et al., 2000; Pettenuzzo et a., 2003), na acidemia glutarica (Latini et
a. 2003), natirosinemiatipo | (Bird et a., 1995), na doenca do xarope do bordo (Barschak et
al., 2006; Bridi et al., 2003, 2005) e na hiperprolinemia (Delwing et al., 2003).

Existem evidéncias da participagdo do estresse oxidativo na apoptose encontrada em
vérias doengas renais (Xie e Guo, 2006). No caso da cistinose, isso também parece ocorrer.
Porém, a co-administracdo de cisteamina, droga utilizada no tratamento dessa doenca,
previne, pelo menos em parte, as possiveis alteraces do estado oxidativo encontrado em rins
de ratos submetidos a modelo experimental de cistinose (Rech et al., 2007). Essas
observacdes sugerem que a cisteamina também possa interferir no estado oxidativo de outros

0Orgéos e tecidos acometidos por essa doenca.
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PARTE I
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. OBJETIVOS

Considerando que a cisteamina, droga de escolha no tratamento da cistinose, (1) € um
potente aminotiol redutor, (2) que compostos tidlicos possuem um importante papel na
protecdo contra lesdes oxidativas e (3) que o estresse oxidativo estda envolvido em vérias
desordens neurodegenerativas, € possivel que essa droga possa prevenir os efeitos toxicos e
oxidantes do dissulfeto cistina.

Assim sendo, o presente estudo teve como objetivos:

% Investigar os efeitos da administracdo aguda de cisteamina sobre alguns paréametros
de estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens, bem como os efeitos in
vitro da CSH nos mesmos parametros de estresse oxidativo em cortex de ratos ndo

tratados.

x  Veificar os efeitos da co-administracdo de cisteamina sobre alguns parametros de
estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos submetidos a administragdo cronica

do pré-oxidante éster de dimetil cistina.
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. METODO E RESULTADOS

I11.1 CAPITULO |

Effects of cysteamine on oxidative statusin cerebral cortex of rats

Adriana Kessler, Micheli Biasibetti, Luciane Rosa Feksa, Virginia Cielo Rech, Denizar
Alberto da Silva Melo, Moacir Wajner, Carlos Severo Dutra-Filho, Angela Terezinha de

Souza Wyse, Clovis Milton Duval Wannmacher

Metabolic Brain Disease

DOI 10.1007/s11011-007-9078-x

31



1.2 CAPITULO II

Antioxidant effect of cysteaminein brain cortex of young rats
AdrianaKessler, Micheli Biasibetti, Denizar Alberto da Silva Melo, Moacir Wajner, Carlos
Severo Dutra-Filho, Angela Terezinha de Souza Wyse,

Clovis Milton Duval Wannmacher

Neurochemical Research

DOI 10.1007/s11064-007-9486-7
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V. DISCUSSAO

A cigtinose é uma doenca metabdlica, autossdmica recessiva, caracterizada por um
defeito no transporte de cistina para fora dos lisossomos, levando a um acumulo intracelular
desse dissulfeto (Gahl et al., 2001). A auséncia ou deficiéncia do transportador de cistina leva
a formag&o de cristais de cistina em vérios tecidos, incluindo os rins e o sistema nervoso. O
tratamento especifico para a cistinose é a terapia oral com CSH, um aminotiol que reduz
drasticamente os niveis intracelulares de cistina. Quando indicada precocemente e em altas
doses, a CSH retarda a deterioracdo glomerular, melhora o crescimento linear, previne o
hipotireoidismo, diminui o conteido de cistina muscular e o envolvimento do sistema nervoso
central (Gahl, 2003).

Nas Ultimas décadas, a sobrecarga de lisossomos por éster de dimetil cistina (CDME),
um andlogo da cisting, tem sido utilizada para o estudo da patogénese da cistinose (Foreman
et a., 1987). Células cistintticas, assm como células normais com sobrecarga de CDME, sdo
mais suscetiveis a apoptose, mesmo com capacidade mitocondrial geradora de energia normal
(Park et al., 2002). Além disso, a cistina aumenta a resposta citotoxica de bactérias ao H,0,,
possivelmente por meio de uma troca entre grupos tidlicos e dissulfetos na membrana celular
(Cantoni et al., 1995). Foi observado um aumento da relagdo GSSG/GSH (%) em células de
pacientes cistindticos, sugerindo um aumento de estresse oxidativo (Levtchenko et al., 2005;
Laube et al., 2006). E possivel que, diante de situacbes de grande demanda de energia ou de
estresse oxidativo, as células cistindticas apresentem deplecdo de GSH (Wilmer et al., 2005;
Levtchenko et a., 2005; Mannucci et al., 2006).

Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram que a cistina inibe a atividade
de importantes enzimas tidlicas como a creatinaquinase (CK; Fleck et al., 2005) e a

piruvatoquinase (PK; Feksa et al., 2004) em cortex cerebral, provavel mente pela oxidagéo dos
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grupos tidlicos das enzimas. Quando foi utilizada sobrecarga lisossomal cortical cerebral por
administracdo de CDME, ocorreu reducdo na relacdo tidis/dissulfetos e nas atividades da CK
edaPK. A co-administracdo de CSH preveniu esses efeitos (Rech et al., 2008).

O encéfalo possui um ato consumo de O,, atas concentragbes de ferro, niveis
relativamente baixos de enzimas antioxidantes, conteldo lipidico relativamente alto com
grande quantidade de &cidos graxos insaturados e catecolaminas, tornando-se vulneravel ao
estresse oxidativo. Sendo assim, o estresse oxidativo esta envolvido na fisiopatologia de
vérias doengas que comprometem o sistema nervoso central, incluindo alguns EIM.

Sabendo que a CSH, droga utilizada para depletar cistina lisossomal, € um aminotiol,
gue compostos tidlicos auxiliam na protegdo contra danos oxidativos, que a cistina possui
efeitos tOxicos e oxidativos, que aguns pacientes cistinéticos podem apresentar
comprometimento do sistema nervoso central e que o encéfalo é suscetivel ao estresse
oxidativo, foi proposta a hipotese de que, além de retirar a cistina dos lisossomos, a CSH
possa interferir no estado oxidativo cerebral.

Primeiramente, na tentativa de contribuir para o esclarecimento dessa hipotese,
avaliamos os efeitos in vitro e da administragdo aguda de CSH sobre alguns parémetros de
estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens (capitulo 1). Nos experimentosin vitro, a
CSH reduziu a lipoperoxidac&o, a carbonilagdo protéica, os niveis de radicais livres (DCFH) e
a atividade da CAT. No entanto, a atividade da GSH-Px aumentou e da SOD néo sofreu
alteracdo. E possivel que ainibicdo da CAT na concentracio de 1 mM sgja uma consegiiéncia
da reacdo entre os grupos tidlicos da CSH e da enzima. Nesse caso, 0 acumulo do H;0;
estimulou a atividade da GSH-Px. A administracdo aguda de CSH também reduziu a
lipoperoxidacdo, porém aumentou a carbonilacdo protéica e manteve os niveis de radicais
livres. Esses resultados sugerem que a CSH preveniu a LPO, agindo como um sequiestrador de

radicais superdxido, e induziu a carbonilacdo protéica possivelmente por acumulo de

57



cistamina, um dissulfeto oxidante formado na reacdo entre CSH e radicais superoxido. Em
relacdo as atividades enziméticas, a administracéo aguda de CSH reduziu a atividade da GSH-
Px, entretanto estimulou a CAT e ndo interferiu na SOD. O aumento da atividade da CAT
pode ter ocorrido por um efeito rebote, visto que a CSH, um inibidor da atividade da enzima,
ndo estava mais presente ou entdo, por sequiestro de radicais superdxido que também inibem a
CAT. Portanto, a reducdo da atividade da GSH-Px pode ser devida a diminuic&o dos niveis de
H,0, pelo aumento da atividade da CAT. Os resultados desta etapa do estudo sugerem que a
CSH tenha agido como sequiestradora de anions superdxido, diminuindo a formagdo de H,0,
e anions hidroxila.

A partir dessas observagdes, 0 proximo passo de nossa investigacdo foi verificar os
efeitos da co-administragcdo de CSH sobre os mesmos parametros de estresse oxidativo
estudados anteriormente em cortex cerebral de ratos submetidos a um modelo experimental de
cistinose por administracéo cronica de CDME (capitulo I1). Verificamos que o CDME induziu
a oxidagcdo do DCFH, a LPO e a carbonilagdo protéica e estimulou a atividade das enzimas
CAT, SOD e GSH-Px, possivelmente por formagdo de anions superdxido, peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxila. Também observamos que o CDME diminuiu a relagdo
tidig/dissulfetos. Por sua vez, a co-administracdo de CSH restabeleceu o equilibrio redox e
preveniu o estresse oxidativo induzido pelo CDME, provavelmente pelo aumento de grupos
tidlicos celulares e pelo sequiestro de radicais livres.

Compostos tidlicos, como a CSH, sdo alvos fisiolégicos para radicais superoxido e
H,0,, sendo mais reativos quando totalmente ionizados. A retirada de superdxido pode
ocorrer por oxidagdo de compostos tidlicos e pode depletar defesas contra outros oxidantes ou
aterar 0 balanco redox para um estado mais oxidado (Winterbourn e Metodiewa, 1999). A
alteracdo do equilibrio redox pode ser nocivo porque o potencial redox intracelular pode

determinar se uma substancia pode agir como antioxidante ou pré-oxidante (Rosenberg et al.,
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1999). Por outro lado, a atividade tiol oxidase da Cu, Zn-SOD pode levar a oxidacdo de tidis
com consegiente formacéo de H,O, (Winterbourn et al., 2002).

Os principais sistemas celulares tiol/dissulfeto, GSH/GSSG e cisteinal/cistina ndo estdo
em equilibrio redox e respondem individualmente aos estimulos fisiol6gicos e a substancias
toxicas (Jones, 2006). Variacdes do sistema redox cisteina/cistina acima dos valores normais
afetam vias de sinalizacdo que controlam a proliferacdo celular e a apoptose induzida por
oxidantes (Jones, 2006a). Os resultados apontam para a conclusdo de que antioxidantes que
sequiestram radicais livres tém grande importancia quando o estado redox tiol/dissulfeto esta
oxidado. Assim, a administracdo de CDME, um dissulfeto, pode alterar o estado redox
tiol/dissulfeto e a co-administragdo de CSH, um tiol, pode restabelecer esse estado redox.
Portanto, o estado redox tiol/dissulfeto, per se, funciona na sinalizacdo redox e controla tanto
guanto a protecdo antioxidante (Jones, 2006).

O estresse oxidativo tem sido associado com apoptose em diversas doencas (Corcoran
et al., 1994). O préprio sistema redox cisteina/cistina pode oxidar proteinas sem o
envolvimento direto de outros oxidantes mais potentes (Jones et a., 2004). O HNE, um
produto da LPO, ativa o estresse oxidativo ligado a morte celular por apoptose através da
ativacdo da cascata da caspase (Liu et a., 2000). A CSH quando seqguiestra HNE (Dominy et
a., 2007) pode bloquear essa causa da apoptose. O evento oxidativo que ativa a indugdo da
apoptose por H,O, é a reacdo de Fenton que, por sua vez, é dependente do estado tiol ou
selénio da célula (Antunes e Cadenas, 2001).

A permeabilizagdo da membrana mitocondrial (PMM) parece ser indispensavel para a
morte celular iniciada ao nivel dos lisossomos, indicando que a PMM exerce um papel central
na cascata de sinalizacdo que leva a morte celular (Boya et a., 2003). A permeabilizacdo da
membrana lisossomal durante as fases iniciais da apoptose foi sugerida como forma de

liberagdo da cistina acumulada, a qual exerceria sua agdo nos outros compartimentos
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celulares, principalmente por cisteinilacdo de proteinas (Park et al., 2006). Atualmente ha uma
tendéncia crescente a aceitar a hipétese de que a cistina necessita sair dos lisossomos para
desencadear o processo de morte celular, pois existem evidéncias de que o acumulo de cistina

nos lisossomos ndo altera o estado oxidativo dacélula.
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V. CONCLUSOES

Objetivo 1 - Investigar os efeitos da administragdo aguda de cisteamina sobre alguns
parémetros de estresse oxidativo em cértex cerebral de ratos jovens, bem como os efeitos in

vitro da CSH nos mesmos parametros de estresse oxidativo em cortex de ratos néo tratados.

Conclusdes

1. A administragdo aguda de CSH preveniu a L PO, sugerindo que a CSH agiu como
um sequestrador de radicais superéxido, porém induziu a carbonilagéo protéica,
possivelmente por acimulo de cistamina formada pela reacdo entre CSH e
radicais superoxido.

2. A administracdo aguda de CSH estimulou a atividade da CAT, provavelmente por
reagd0 de defesa, e reduziu a atvidade da GSH-Px, possivelmente pela
diminuicdo dos niveis de H,O, promovida pelo aumento da atividade da CAT.

3. Invitro, a CSH reduziu a LPO, a carbonilacdo protéica e os niveis de radicais
livres (oxidagdo da DCFH), sugerindo que a droga possua efeito antioxidante.

4. In vitro, a CSH reduziu a atividade da CAT, por uma possivel reacdo entre os
grupos tidlicos da CSH e da enzima, e estimulou a atividade da GSH-Px pelo

acumulo de H,O, causado pela diminuicdo da atividade da CAT.
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Objetivo 2 - Verificar os efeitos da co-administracdo de cisteamina sobre alguns

parémetros de estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos submetidos a administragdo

crénica do pré-oxidante éster de dimetil cistina.

Conclusoes

1-

A administragdo cronica do CDME aumentou a formagdo de radicais livres
(oxidagdo da DCFH), as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) e a
carbonilacdo de proteinas, sugerindo aformacdo de perdxido de hidrogénio, anions
superoxido e radicais hidroxila.

As atividades das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GSH-Px) aumentaram no
cortex cerebral de ratos apods a Ultima administracéo do CDME, possivelmente por
formacao de perdxido de hidrogénio, anions superoxido e radicais hidroxila.

A relaco tiois/dissulfetos diminuiu no cortex cerebral dos ratos que receberam a
administragcdo de CDME.

A co-administracdo de CSH aumentou a relacdo tidis/dissulfetos e preveniu os
efeitos do CDME sobre os parémetros de estresse oxidativo estudados, sugerindo
gue este aminotiol possa agir como um sequestrador de radicais livres,

especialmente anions superdxido e radicais hidroxila.
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Conclusdo geral

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que, na forma de CDME, a
cistina se acumula nos lisossomos e induz a formagéo de radicais livres e que a CSH, droga de
escolha no tratamento da cistinose, previne os efeitos dos radicais livres formados. Portanto, a
CSH, aém de ser uma droga depletora de cistina intralisossomal, pode ser benéfica também
pelo seu efeito antioxidante, reduzindo o dano celular por apoptose. Entretanto, considerando
as limitagdes do modelo experimental de cistinose por sobrecarga de CDME, outros estudos
S80 necessarios para avaliar 0 estresse oxidativo em pacientes cistinéticos antes e apds o

tratamento com CSH.
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VI. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados, abriu-se a perspectiva da continuagdo deste estudo com os

seguintes objetivos:

% Avaliar os parametros de estresse oxidativo em leuctcitos e soro de pacientes

afetados por cistinose submetidos e ndo submetidos ao tratamento com cisteamina.

x Investigar os efeitos da administracéo aguda e crénica de CDME e/ou CSH sobre

tarefas comportamentai s de aprendizado e memoria em ratos.
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