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“‘Bom mesmo ¢ ir a luta com determinacéo,
abracar a vida e viver com paixao,

perder com classe

e vencer com ousadia,

porque 0 mundo pertence a quem se atreve

e a vida é muito para ser insignificante.”

(Charles Chaplin).
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RESUMO

Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) é um Erro Inato do
Metabolismo dos peroxissomos, que se caracteriza pelo acimulo de acidos
graxos de cadeia muito longa (VLCFA) em fluidos e tecidos corporais. E
causada por mutacdes no gene ABCD1, o qual codifica uma proteina
responsavel por transportar VLCFA do citosol para dentro do peroxissomo,
para serem oxidados. Apesar dos mecanismos relacionados ao dano tecidual
ainda nado estarem bem elucidados, estudos vém mostrando que o acumulo de
metabdlitos toxicos e o estresse oxidativo podem estar relacionados com a
fisiopatologia da doenca. Considerando que ainda néo foi reportado dano ao
DNA em pacientes X-ALD, e que muitos estudos vém investigando as
propriedades antioxidantes de N-acetil-L-cisteina (NAC), rosuvastatina (RSV) e
trolox (TRO), os objetivos deste trabalho foram avaliar o dano ao DNA em HTZ
e pacientes sintomaticos portadores de X-ALD, verificar o efeito in vitro de
NAC, TRO e RSV sobre o dano ao DNA nestes pacientes, estudar associacdes
entre o0 dano ao DNA e a peroxidacdo lipidica e, por fim, investigar a
capacidade da NAC em aumentar, in vitro, os niveis de glutationa (GSH) e
sulfidrila nos pacientes X-ALD. Nao foi verificada diferenca significativa no dano
ao DNA em mulheres HTZ, quando comparado a controles. Em contraste,
pacientes sintomaticos apresentaram um maior indice de dano ao DNA
comparado as HTZ e ao grupo controle. No ensaio in vitro, foi observado que
os antioxidantes NAC (1 e 2,5 mM), TRO (25 e 75 uM) e RSV (0,5; 2 e 5 uM)
foram capazes de reduzir o dano ao DNA em pacientes sintomaticos a niveis
de controle. Aléem disso, observamos uma correlagéo positiva entre o dano ao
DNA e o nivel de isoprostanos urinarios (biomarcador de dano a lipidios), o que
nos permite inferir que o dano ao DNA poderia estar sendo causado por
processos oxidativos em pacientes sintomaticos. Verificou-se também que os
conteudos de glutationa eritrocitaria e sulfidrila plasmatica estavam diminuidos
em pacientes X-ALD (independentemente do fenétipo) e que 5 mM de NAC, in
vitro, foi capaz de aumentar estes parametros a niveis de controle saudaveis. O
presente trabalho fornece evidéncias experimentais de que ha dano ao DNA
em pacientes X-ALD, os quais possuem niveis diminuidos de GSH e sulfidrila,
e que a administracdo dos antioxidantes NAC, TRO e RSV poderia ser
considerada uma terapia adjuvante no tratamento da X-ALD.



ABSTRACT

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is an inborn error of peroxisome
metabolism which is characterized by the accumulation of very long chain fatty
acids (VLCFA) in tissue and body fluids. It is caused by mutations in the ABCD1
gene, which encodes a protein responsible for transporting VLCFA from cytosol
to peroxisomes to be oxidized. Although the mechanisms underlying tissue
damage are still poor understood, studies have been shown that the
accumulation of toxic metabolites and oxidative stress may be related to the
pathophysiology of X-ALD. Considering that DNA damage was not reported in
X-ALD patients yet, and that former studies have been investigated the
antioxidant properties of N-acetyl-L-cistein (NAC), rosuvastatin (RSV) and trolox
(TRO), the aims of this study were to evaluate DNA damage in HTZ and
symptomatic X-ALD patients, to study the in vitro effect of NAC, TRO and RSV
on DNA damage in these patients, to look for associations between DNA
damage and lipid peroxidation and to verify the ability of NAC in increasing, in
vitro, glutathione (GSH) and sulfhydryl levels on X-ALD patients. It was verified
no significant difference on DNA damage in HTZ women when compared to
controls. In contrast, symptomatic patients presented higher DNA damage
levels, compared to HTZ and control group. In the vitro assay, it was observed
that the antioxidants NAC (1 e 2,5 mM), TRO (25 e 75 uM) and RSV (0,5;2e 5
MM) were able to reduce DNA damage in symptomatic patients until control
levels. Likewise, our results showed positive correlation between DNA damage
and urinary isoprostanes (biomarker of lipid damage), allowing us to
hypothesize that DNA damage might be caused by oxidative processes in
symptomatic patients. It was also verified that the plasmatic sulfhydryl content
and erythrocyte glutathione levels were decreased in X-ALD patients
(regardless of the phenotype) and that 5mM of NAC in vitro was able to
increase these parameters until control levels. The present work yields
experimental evidence that DNA damage occurs in X-ALD patients, which have
GSH and sulfthydryl levels reduced and that the administration of the NAC, TRO
and RSV antioxidants might be considered as an adjuvant therapy for X-ALD.
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1. INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Erros Inatos do Metabolismo (EIM) s&o distirbios hereditarios
caracterizados pela sintese alterada de uma proteina, geralmente uma enzima,
com atividade parcial ou totalmente reduzida. Essa alteracdo resulta no
bloqueio de uma rota metabdlica com acumulo de seus substratos e derivados
deles, e também diminuicdo da sintese dos produtos. Individualmente sao
doencas raras, mas em seu conjunto atingem pelo menos um para cada mil
nascimentos (Scriver et al., 2001). Os EIM podem ser classificados de diversas

maneiras. Saudubray e Charpentier (2001) estabeleceram trés grandes grupos:

1) Disturbios de sintese ou degradacdo de moléculas complexas: como
por exemplo, as doencas de depésito lisossdmico e as doencas
peroxissomais.

2) Doencas com déficit de energia: como as doencas de depdsito de
glicogénio, defeitos da gliconeogénese, defeitos na oxidacdo de
acidos graxos e defeitos mitocondriais ou de cadeia respiratoria.

3) Erros inatos do metabolismo intermediario: onde se incluem as
aminoacidopatias, acidemias organicas, defeitos do ciclo da ureia e

intolerancias aos acucares.
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1.2 Peroxissomos

Peroxissomos sao organelas com diametro de 0,2 a 1 uM, delimitadas
por uma membrana Unica, sem estrutura interna e sem DNA (Oliver e Krisans,
2000). Estédo presentes em quase todas as células eucaridticas (com excecao
de eritrécitos maduros) e estdo envolvidas em uma variedade de processos
metabdlicos, incluindo a B-oxidacdo de acidos graxos, especialmente acidos
graxos de cadeia muito longa (do inglés Very Long Chain Fatty Acid - VLCFA),
a sintese de fosfolipidios e &cidos biliares em mamiferos. Para que estas rotas
metabdlicas ocorram, € necessario o transporte de metabdlitos para fora ou
para dentro do peroxissomo. Atualmente, diversas familias de transportadores
ja foram descritas, como a familia ABC (do inglés ATP-binding cassete)
(Wanders et al., 2006; Islinger et al., 2010) que esta envolvida em uma
variedade de processos fisiologicos. A disfuncédo destes transportadores séo
causas de muitas doencas, incluindo fibrose cistica, com alteracdo no gene

ABCD7, e adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (disfuncdo no ABCD1)

(Wanders et al., 2006; Islinger et al., 2010; Morita e Imanaka, 2012).

1.3 Doencas Peroxissomais

O grupo das doencas peroxissomais representa um numero crescente
de doencas geneticamente herdadas, em que h& uma ou mais funcdes
peroxissomais prejudicadas.

Sado divididas em dois grandes subgrupos (Powers e Moser, 1998;

Wanders et al., 2012):

13



1) Defeitos na biogénese do peroxissomo (DBP): neste grupo h& ma-
formacé&o do peroxissomo e, quando estas organelas estao ausentes,
todas as vias metabdlicas sdo comprometidas. As doencas que se
incluem neste grupo  sao: sindrome  de  Zellweger,
adrenoleucodistrofia neonatal, forma infantil da doenca de Refsum,
acidemia hiperpipecotlica e forma rizomeélica da condrodisplasia
punctata tipo I.

2) Defeito de uma Unica enzima peroxissomal: neste caso, a estrutura
do peroxissomo esté intacta, ocorrendo comprometimento de apenas
uma via metabolica, relacionada a proteina deficiente. Dentro deste
grupo, pelo menos dez doencas ja foram descritas:
adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (defeito no transporte
da proteina ALDP), hiperoxalaria tipo | (deficiéncia de
alanina:glioxalato transferase), doenca de Refsum (deficiéncia de
fitanoil-CoA hidrolase), forma rizomélica da condrodisplasia punctata
tipos Il e lll (deficiéncia da diidroxiacetona fosfato aciltransferase e
alquil diidroxiacetona fosfato sintase, respectivamente), doencas da
B-oxidacdo (como a deficiencia da acil-CoA oxidase, proteina

bifuncional e tiolase) e acatalasemia (deficiéncia de catalase).

1.4 Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X

Em 1910, Haberfeld e Spieler descreveram o primeiro caso de
adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) em um menino normal,

gue com seis anos de idade passou a apresentar distlrbios visuais, apatia e

14



incapacidade para caminhar. O paciente perdeu a capacidade de falar aos sete
anos de idade, apresentou paraparesia e perda de consciéncia e foi a 6bito oito
meses depois do aparecimento dos primeiros sintomas (Moser et al., 2001).

A X-ALD é um Erro Inato do Metabolismo dos peroxissomos, com
incidéncia de 1:21.000 para homens hemizigotos e 1:14.000 para mulheres
heterozigotas (Bezman et al., 2001). A doenca se caracteriza pelo acumulo de
VLCFA, principalmente os é&cidos hexacosandico (C26:0) e tetracosanodico
(C24:0) em fluidos e tecidos corporais, incluindo a substéancia branca cerebral,
a medula espinhal, as glandulas adrenais e os testiculos (Moser et al., 1981).

Este Erro Inato do Metabolismo é a doenca peroxissomal mais
frequente, causada por mutagdes no gene ABCDL1, localizado no braco longo
do cromossomo X, mapeado como Xq28. Atualmente, ja foram identificadas
mais de 643 mutacdes diferentes para este gene, o qual codifica a proteina
transmembrana peroxissomal ALDP (pertencente a familia ABC). A funcéo
desta proteina é transportar VLCFA do citosol para dentro do peroxissomo para
serem oxidados (Kemp et al., 2001; Van Roermund et al., 2008).

Apesar da fisiopatologia ainda ndo estar completamente esclarecida, o
dano neurolégico na X-ALD parece ser mediado por ativacdo de astrocitos e
inducdo de citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral a - TNFa,
interleucinas - IL1B e IL6). Estudos em vesiculas fosfolipidicas artificiais
sugerem que o acumulo de VLCFA no Sistema Nervoso Central (SNC) pode
levar a desestabilizacdo progressiva das bainhas de mielina e subsequente
desmielinizacdo (Kemp e Wanders, 2010; McGuinness et al., 1997; Moser et
al., 2001; Powers et al, 1992). A desmielinizacdo cerebral para

espontaneamente em aproximadamente 10-15% dos pacientes que
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desenvolvem este processo e nestes casos nao ocorre rompimento da Barreira
Hematoencefélica (BHE). Entretanto, na maioria das vezes, a desmielinizacdo
cerebral inicial se torna progressiva e inflamatéria rapidamente, com ruptura da
BHE e invasdo de células mononucleares, predominantemente macro6fagos,
com produtos de degradacao de mielina em seu interior (Moser et al., 2001).

Nos testiculos dos pacientes X-ALD, mais especificamente nas células
intersticiais de Leidig, se observa acimulo de VLCFA (Powers e Schaumburg,
1981). O acumulo destes &cidos graxos também é téxico ao coOrtex adrenal
resultando em morte celular apoptética. A elevacao dos niveis plasmaticos do
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) é a manifestacao inicial da disfuncéo
adrenal e a terapia de reposicdo hormonal melhora satisfatoriamente a
insuficiéncia adrenal apresentada pelos pacientes (Petryk et al., 2012).

A X-ALD pode se manifestar em diferentes faixas etérias, e possui uma
ampla variedade fenotipica. Ndo ha correlacdo entre gendtipo e fendtipo,
podendo ocorrer varios fendtipos em uma mesma familia, abrangendo formas
bastante graves e de rapida progressao (que evoluem para morte em poucos
anos) até paraparesias de progressao lenta que sdo compativeis com a vida. A
razdo para o desenvolvimento de diferentes formas clinicas poderia ser
ambiental, genética ou ambas. Uma das formas mais prevalentes € a cerebral
infantil (cALD), sendo que esta forma grave pode ter inicio entre 2 e 10 anos,
apresentando desmielinizacdo progressiva, deficiéncia cognitiva e neuroldgica
e Obito em 2 a 4 anos apds o aparecimento dos primeiros sintomas. As outras
formas clinicas mais frequentes sdo adrenomieloneuropatia (AMN) que tem

inicio entre 21 a 29 anos e é de lenta progresséao, a forma heterozigota (HTZ -
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em mulheres portadoras) e os individuos assintomaticos (Moser el al., 1992;
Moser et al., 2001).

Aproximadamente 50% das HTZ acima de quarenta anos podem
desenvolver anormalidades neuroldgicas leves, como prejuizo no sentido de
vibracdo, hiperreflexia nas pernas, e 20% delas podem desenvolver uma
sindrome semelhante ao fenétipo AMN (Maier et al., 2002; Moser et al., 2001).
Em contraste, a maioria das HTZ com idade inferior a trinta anos sao
assintoméaticas, e o envolvimento adrenal e cerebral sdo raros (1%). A forma
assintomética inclui individuos com anormalidades bioquimicas e genéticas,
entretanto sem manifestagdes adrenais ou envolvimento cerebral (Berger et al.,
2006; Moser et al., 2005).

De acordo com Moser e col. (2001), foram descritos 7 fenotipos
masculinos e 4 femininos para X-ALD, que estéo listados nas tabelas 1 e 2 a
seqguir:

Tabela 1. Fenétipos clinicos masculinos em X-ALD.

Fenotipo Descricao Frequéncia
relativa
Cerebral infantil (cALD) | Idade inicial: 3-10 anos. 31-35%

Desmielinizacdo progressiva
associada a resposta inflamatoria
cerebral. Rapida e grave
progressao, insuficiéncia adrenal,
falecimento em 2—4 anos.

Cerebral juvenil Idade inicial: 11-20 anos. 4-7%
Semelhante a cALD. Insuficiéncia
adrenal.

Cerebral adulta Sintomas cerebrais sem 2-3%

envolvimento de medula
espinhal. Insuficiéncia adrenal.

Adrenomieloneuropatia | Idade inicial: 20-29 anos.

(AMN) Envolvimento da medula espinhal
e nervos periféricos. Lenta
AMN puro progressao. Insuficiéncia adrenal. | 25-30%
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AMN cerebral “AMN” com envolvimento 10-12%
inflamatorio cerebral.
Olivo-ponto cerebelar Envolvimento cerebelar (Ataxia 1-2%

cerebelar) (1 caso infantil; 7
adultos).

“Addison-only”

Insuficiéncia adrenal primaria.
Sem evidéncia de anormalidade
cerebral.

Variavel com a
idade. Mais de
50% na infancia.

Assintomatico

Sem evidéncia de anormalidade
neurolégica ou adrenal.
Ressonancia Magnética Nuclear

Diminui com a
idade. Comum <
4 anos. Muito

(RMN) normal.

raro > 40 anos.

Fonte: Moser et al., (2001).

Tabela 2. Fenotipos clinicos em mulheres HTZ para X-ALD

Fenotipo

Descricao

Frequéncia relativa

Forma assintomatica

Sem evidéncia de
anormalidade
neuroldgica ou adrenal

Diminui com a idade.
Maioria das mulheres < 30
anos sem envolvimento
neuroldgico

Mieloneuropatia

AMN mais tardio e
brando

Aumenta com o avancar da
idade (> 40 anos)

Branda 50%
Moderada a severa 15%
Cerebral Raramente visto na 2%
infancia. Pouco mais
comum na meia-idade.
Insuficiéncia Adrenal | Rara 1%

Fonte: Moser et al. (2001).

Através da sintomatologia clinica do paciente e dos exames de

neuroimagem, pode-se sugerir o diagndstico de X-ALD. Bioquimicamente, se

detectam niveis anormalmente elevados de VLCFA saturados em fluidos

corporais, como soro ou plasma e/ou em tecidos acessiveis, como fibroblastos

cultivados, leucadcitos, eritrécitos, figado ou musculo. Pela facilidade de

obtencdo, a analise de soro ou plasma tem sido a mais utlizada em

laboratérios (Moser et al., 2001).
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A avaliacdo de exames de ressonancia magnética nuclear (RMN) pode
determinar o comprometimento do SNC. Loes e col. (1994) desenvolveram um
sistema de pontuagcdo crescente para cada imagem de RMN. Este sistema
considera a localizacdo, a extensdo dos danos cerebrais, o acometimento
neuroanatdomico e a presenca de atrofias focais ou globais, sendo que zero
significa auséncia de lesdes e trinta e quatro € o escore maximo de lesdes e
danos cerebrais (Loes et al., 2003).

Para correta interpretacdo dos resultados das andlises, € necessario
avaliar a concentracao plasméatica do acido hexacosandico (C26:0), bem como
verificar as razbes C24:0/C22:0 (acido tetracosanoico/acido docosandico) e
C26:0/C22:0 (acido hexacosandico/acido docosanodico) (Moser e Moser,
1991a). Apesar das concentracbes de VLCFA em pacientes X-ALD serem
menos acentuadas do que em outras doencgas peroxissomais, na maioria das
vezes (acima de 90%) todos os trés parametros estdo mais do que dois
desvios padrdoes acima dos valores meédios dos controles (Wanders et al.,
1995). A tabela 3 apresenta os valores de concentracbes em pmol/L dos
VLCFA em plasma de pacientes com X-ALD, HTZ para X-ALD e de uma

populacdo normal.

Tabela 3. Valores referenciais das concentracfes plasmaticas dos
VLCFA (C22:0, C24:0 e C26:0) e das razdes (C26:0/C22:0 e C24:0/C22:0)

em pmol/L para individuos normais (controles), HTZ e pacientes X-ALD.

Individuos (n=30) | Cz2.0 Cas0 Cas:0 C24:0/C22:0 | C26:0/C22:0
Controles

Média 79,8 53,8 1,16 0,72 0,02
Limite 5%-95% 40,7-118,9 | 31-76,5 0,78-1,54 0,6-0,84 0,01-0,03
HTZ (Y)

Média 28,2 19,1 1,42 0,50 0,05
Limite 5%-95% 6,7-49,8 0-39,7 0,66-2,20 0,32-0,68 0,04-0,06
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X-ALD (&)
Média 57,2 71,6 4,32 1,31 0,08
Limite 5%-95% 29,9-84,5 |35,6-107,6 | 1,62-7,02 |0,89-1,73 | 0,04-0,12

Fonte: Laboratério de Andlise de Metabdlitos do Servico de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Na determinacdo dos acidos graxos, resultados falso-negativos podem
ocorrer em 15-20% para HTZ. Segundo Moser et al. 2001, 80% das HTZ
apresentam niveis anormais de VLCFA plasmético, ao analisar os niveis em
fibroblastos a percentagem sobe para 95%, o que indica que a deteccao de
HTZ pode ser mais sensivel se este tecido é analisado (Wanders et al., 1993).
Entretanto, a identificacdo precisa da mulher portadora se da através da

analise da mutacéo do gene (Maier et al., 2002).

1.4.1 Tratamento da X-ALD

O tratamento para X-ALD é ainda considerado experimental, ndo
havendo nenhuma terapia satisfatoria. Uma gama de opc¢bes de tratamento,
incluindo modificacdo da dieta, uso de drogas e transplante da medula éssea,
tem sido utilizadas com o intuito de atingir os principais objetivos de um
tratamento bem sucedido, os quais séo: estabilizacdo da insuficiéncia adrenal,
diminuicdo da concentracdo de VLCFA no plasma e diminui¢cdo do processo de
desmielinizacédo no cérebro (Moser et al., 2001).

Caso a insuficiéncia adrenal ndo seja tratada, as concentracdes baixas
de cortisol e do ACTH podem ser letais. Quando os niveis destes hormoénios
sdo considerados insuficientes, o paciente deve ser submetido a uma terapia

de reposicdo que consiste na administracdo de glicocorticoide ou
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mineralocorticoide. Este tratamento melhora a qualidade de vida do paciente
por melhorar a insuficiéncia adrenal, mas ndo altera a progressao neuroldgica
da X-ALD (Moser et al., 2001; Van Geel et al.,1997).

Foi demonstrado que o &cido oléico (C18:1), um &cido graxo
monoinsaturado, inibia competitivamente o sistema de elongagdo dos VLCFA
interferindo, assim, na biossintese destes &cidos graxos (Rizzo et al., 1986).
Foram observados alguns efeitos positivos ao se associar dieta de restricao de
gordura com administracdo de &cidos graxos monoinsaturados (acido oléico)
em combinacdo com glicerol trioleato (GTO). Esta terapéutica diminuiu os
niveis de C26:0 no plasma em torno de 50% em 4 meses, mas eles ainda eram
duas vezes superiores aos normais (Moser et al., 1991b).

Rizzo e col. (1987) demonstraram que a administracdo de GTO
juntamente com glicerol trierucato (GTE) diminui acentuadamente os VLCFA no
plasma. A mistura 4:1 de GTO e GTE, chamada de “Oleo de Lorenzo” (OL),
normalizou os niveis de C26:0 no plasma da maioria dos pacientes em quatro
semanas de tratamento. Sendo assim, a terapéutica proposta para a X-ALD
consistiu na administracdo da mistura OL associada com uma dieta pobre em
VLCFA, que produz a diminuicdo desses acidos graxos nos tecidos. Todavia,
somente em individuos assintomaticos esse tratamento previne a
sintomatologia progressiva da doenca (Deon et al., 2008a). Para pacientes com
o fendtipo cerebral infantil, o transplante de medula 6ssea é a terapia mais
efetiva nos casos em que a forma cerebral for detectada nos estagios iniciais
da doenca, sendo o Unico método que melhora a desmielinizacdo cerebral

(Moser et al., 2001).
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Como ainda ndo estdo completamente elucidados os efeitos benéficos
do transplante de medula déssea, acredita-se que 0s seguintes mecanismos
estejam envolvidos:

a) suprimento de enzimas normais ao cérebro através de células

derivadas do transplante (microglia);

b) imunossupressao associada com o transplante;

c) transferéncia de um gene modificador favoravel.

Sendo assim, a razéo para implementacdo desse tratamento na X-ALD
esta no fato de que a medula éssea contém células precursoras da microglia e
essas células provenientes do doador migrariam para o SNC do afetado, onde
seriam capazes de metabolizar os VLCFA acumulados. Ainda, acredita-se que
0 mecanismo esteja relacionado a interrupc¢ao do processo inflamatério no SNC
associado ao dano a mielina. Devido ao seu alto risco e a necessidade de se
ter um doador imunologicamente compativel, a indicacdo do transplante deve
ser cuidadosamente analisada (Mahmood et al., 2005; Moser et al., 2001,
Peters et al., 2004).

A resposta inflamatoria, mediada tanto por citocinas inflamatorias quanto
por mecanismos imunes parece ter grande importancia na patogénese das
lesbes desmielinizantes (Moser et al., 2001). Dessa forma, acredita-se que a
rapida progressao dessas lesdes em pacientes X-ALD pode estar relacionada a
resposta inflamatéria no cérebro. Considerando o exposto, a reducdo da
resposta inflamatoria possivelmente pode ser considerada uma estratégia

terapéutica para esta doenca (Stumpf et al., 1981).
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1.5 Radicais livres e Estresse Oxidativo

Radical livre (RL) é wum estrutura quimica com um elétron
desemparelhado no seu ultimo orbital, ou seja, ocupando um orbital atbmico
sozinho, 0 que confere uma alta reatividade a molécula (capacidade de se
combinar inespecificamente com proteinas, lipidios e DNA). A formacédo de RL
pode decorrer de processos metabdlicos normais, como a auto-oxidacdo de
formas reduzidas de carreadores de elétrons, flavinas reduzidas, citocromo P-
450, reacdes inflamatérias, entre outros. Do mesmo modo, fatores ambientais
como irradiacédo (luz ultra-violeta, raios X) e poluentes na atmosfera (0z6nio,
dioxido de carbono e fumaca de cigarro) podem levar a um aumento da
atividade dos sistemas geradores de RL (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo compostos derivados do
oxigénio que ndo sao propriamente radicalares, mas que produzem radical
livre, exemplos: radicais superéxido (O;7), hidroxila (OH") ou peréxido de
hidrogénio (H»0,), sendo que este ultimo é chamado de espécie reativa e ndo
radical, por ndo possuir um elétron desemparelhado (Boveris, 1998; Halliwell e
Gutteridge, 2007). Além das ERO, existem as espécies reativas de nitrogénio,
como o oxido nitrico (NO’), que é um RL gerado pela enzima o6xido nitrico
sintase nos sistemas bioldgicos (Giuvili et al.,1998). Este radical, por si s0, é
um fraco oxidante, entretanto se reagir com O," forma o peroxinitrito (ONOQO),
0 qual é um potente oxidante capaz de oxidar tiois, lipidios e residuos de
metionina (Pryor et al., 1994).

Para evitar os danos celulares ocasionados pela formacdo de RL, os
sistemas bioldgicos desenvolveram defesas antioxidantes capazes de

converter estas espécies reativas em derivados inativos (Halliwell, 1994). Os
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antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentragbes em relacdo ao substrato oxidavel,
significativamente retardam ou previnem a oxidacao desse substrato (Halliwell
e Gutteridge, 2007). Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou néo-
enzimaticos.

Dentre os antioxidantes enziméticos, incluem-se catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (Halliwell, 1994;
Matés et al., 1999). A CAT controla os niveis de H,O,, transformando duas
moléculas de H,O, em agua e oxigénio. A SOD é uma enzima presente em
todos os organismos aerobios, que catalisa a dismutacdo de dois radicais O,",
formando H,O, e oxigénio. Esta reacdo pode ocorrer de modo espontaneo em
pH fisiologico, porém quando a SOD esta presente a velocidade desta reacgdo &
10* vezes maior. Sdo0 descritos trés tipos principais da enzima (Halliwell e
Gutteridge, 2007):

1) SOD1 ou CuZn-SOD (contém cobre e zinco no sitio ativo): sdo

encontradas no citoplasma e nos fluidos celulares;

2) SOD2 ou Mn-SOD (contém manganés no sitio ativo): presentes na

matriz mitocondrial;

3) SOD3 ou ECSOD: contém Cu e Zn e possui um peptideo sinalizador

gue a direciona exclusivamente para o espaco extracelular.

GPx é a enzima que catalisa a decomposicdo de hidroperoxidos,
utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato. A reducdo de
hidroperéxidos organicos e inorganicos se da através da GSH para formar
glutationa oxidada (GSSG) e o produto de reducdo dos hidroperdxidos (agua

ou alcoois) (Travacio e Llesuy, 1996). A GPx é encontrada em todos os tecidos
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animais, apresentando alta atividade no figado e nos eritrécitos e baixa
atividade nos pulmdes, no coracdo e menor ainda nos musculos. Essa enzima
€ considerada um dos principais sistemas de defesa antioxidante (Halliwell e
Gutteridge, 2007; Matés et al., 1999).

Ha também os antioxidantes ndo enziméticos, que compreendem as
proteinas ligantes de metal (transferrina, ferritina, etc), as vitaminas (E, A, C,
etc), GSH, albumina, entre outras (Halliwell, 1994; Halliwell e Gutteridge, 2007).
O sistema da GSH fornece a principal defesa celular contra o dano oxidativo, e
o equilibrio redox é assegurado pelas propor¢des entre as formas reduzidas e
oxidadas, portanto, uma diminuicdo da GSH ou um aumento da GSSG reflete
uma perturbagédo oxidativa no ambiente celular (Schafer et al., 2001). O modo
de atuacdo dos antioxidantes para proteger o organismo contra os radicais
livres € bastante diverso, podendo abranger remoc¢ao do oxigénio presente no
meio, sequestro/inibicdo da formacdo das espécies reativas ou precursores
(Halliwell, 1994). Outros mecanismos de atuacdo sdo: quelacdo de ions
metalicos por meio de proteinas transportadoras (ferritina e transferrina), reparo
do DNA e degradacao de proteinas lesadas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Em condicdes fisioldgicas, 0 nosso organismo esta em equilibrio entre a
producdo e degradacdo de RL, que existem em baixas concentracdes em
todos os tecidos biolégicos (Wulf, 2001). O estresse oxidativo ocorre quando
h&d um desequilibrio entre a capacidade antioxidante e as espécies reativas
formadas, em favor destas dltimas, podendo ocorrer quando ha uma
diminuicdo nas defesas antioxidantes e/ou um aumento na concentracao
intracelular de espécies reativas. Perante o estresse oxidativo, 0 organismo

pode reagir de duas formas: adaptando-se ou sofrendo injuria celular.
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As principais consequéncias do estresse oxidativo sdo: peroxidacao das
membranas celulares, oxidacdo de proteinas e lesdo ao DNA/RNA celular,
podendo causar mutacdes (Halliwell e Gutteridge, 2007). A peroxidacao lipidica
€ um processo fisiolégico continuo que ocorre nas membranas celulares
decorrente da acdo dos RLs. Os principais efeitos da peroxidacdo sobre a
membrana sao: alteracdo da fluidez, aumento da permeabilidade, alteracédo da
seletividade e das trocas ibnicas, o0 que pode levar a morte celular. Este
processo pode ser dividido em trés etapas (Halliwell e Gutteridge, 2007):

1) ReacgBes de iniciacdo: um RL é formado a partir de um composto

estavel nao radicalar;

2) Reacbes de propagacédo: um RL reage com uma molécula estavel,

formando um outro RL;

3) Reacbes de terminacdo: dois RLs reagem entre si e formam um

produto estavel.

Estudos demonstram que o estresse oxidativo participa da fisiopatologia
de alguns EIM, como aminoacidopatias, acidemias organicas, e doencas
peroxissomais (Barschak et al., 2006; Sitta et al., 2009a; Vargas et al., 2004). O
dano gerado pelos RLs desempenha um papel importante em doencas
neurodegenerativas, uma vez que O cérebro € um 0Orgado extremamente
suscetivel a acdo destes compostos, devido ao seu baixo contetdo de defesas
antioxidantes, ao alto conteudo de lipidios poliinsaturados, ao alto consumo de
oxigénio por unidade de massa de tecido e ao alto conteudo de ferro em

algumas areas patrticulares (Halliwell e Gutteridge, 2007).
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1.5.1 Dano ao DNA

Singh e col. (1988) descreveram uma técnica conhecida como ensaio
cometa alcalino, cujo objetivo consiste em medir o dano ao DNA resultante da
sua fragmentacdo. Os fragmentos de DNA migram para fora do nucleo,
formando uma espécie de cauda de cometa, a qual é proporcional ao dano.
Células que nado apresentam lesdes no DNA permanecem com 0 nudcleo
intacto. Em comparacdo com outras técnicas, o teste do cometa tem
vantagens, especialmente em termos de tamanho e processamento de
amostras e tem sido utilizado em estudos in vitro e estudos de intervencgao
dietética em humanos (Moller et al., 2004; Pool-Zobel et al., 1997; Ravanat et
al., 2004).

Algumas ERO podem causar injurias no DNA de maneira indireta, por
exemplo, O, e H,O, que provocam dano ao DNA pela interagdo com metais
de transicao, em particular cobre e ferro, na reacdo da Haber-Weiss, formando
o OH’ (Halliwell e Gutteridge, 2007). O OH" é considerado o mais danoso dos
RLs e pode produzir mais de vinte diferentes produtos quando ataca as bases
do DNA (Cooke et al., 2006). Com a evolucéo, nossas células desenvolveram
mecanismos de reparo para proteger o DNA, entretanto, se estes mecanismos
falharem, sérias consequéncias poderdo ocorrer, como mutacfes, delecdes,
neoplasias e até morte celular (Cooke et al., 2006; Moraes et al., 2012). Em
diversas patologias ja foram identificados danos ao DNA, incluindo Erros Inatos

do Metabolismo (Filippon et al., 2011; Negretto et al., 2014; Sitta el al., 2009b).
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1.6 Estresse Oxidativo na X-ALD e estudos com antioxidantes

O estresse oxidativo em pacientes X-ALD vem sendo, h& anos, tema de
estudos e revisdes. A peroxidacéo lipidica, que € capaz de induzir alteracbes
de integridade, fluidez, permeabilidade e perda funcional de biomembranas, foi
verificada, independentemente do fendtipo dos pacientes, tanto pelo aumento
da producdo de malondialdeido (MDA) (produto final da peroxidacéo lipidica)
guanto pela formacéo das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS)
(Deon et al., 2007; Rockenbach et al., 2012; Vargas et al., 2004).

A reatividade antioxidante total (TAR), método que avalia a rapidez com
gque o tecido combate um aumento das espécies reativas, mostrou-se
diminuida em plasma de pacientes X-ALD sintométicos e HTZ. Adicionalmente,
o status antioxidante total (TAS — que representa a quantidade de antioxidantes
nao-enzimaticos teciduais) apresentou-se significativamente diminuido em
pacientes com fendtipo cALD e AMN (Deon et al., 2007; Deon et al., 2008b;
Vargas et al., 2004).

Os marcadores de oxidacdo proteica mais especificos sao
representados pelo semialdeido glutamico (SAG) e semialdeido aminoadipico
(SAAA) (Boyd-Kimball et al., 2005; Daneshvar et al., 1997). Além disso, sabe-
se que compostos carbonil derivados da oxidacdo de carboidratos e lipidios
podem reagir com proteinas, levando a formacdo de produtos de glicacao
avancada e produtos finais de lipoperoxidacdo, como malondialdeido-lisina
(MDAL), carboximetil-lisina (CML) e carboxietil-lisina (CEL). Fourcade e col.
(2008) verificaram, através de técnicas bastante sensiveis, um aumento de

SAG, SAAA, MDAL, CML e CEL em fibroblastos de pacientes X-ALD.
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Os conteados de tidis e carbonilas também s&o considerados
biomarcadores de dano proteico, e, neste sentido, estudos verificaram uma
reducdo de tidis no plasma de pacientes cALD e AMN, assim como um
aumento de carbonilas plasmaticas (Petrillo et al., 2013; Rockenbach et al.,
2012). Adicionalmente, Rockenbach e col. (2012) encontraram uma correlacéo
negativa entre o conteudo de tidis e C26:0 em plasma de pacientes X-ALD,
sugerindo que o acumulo do C26:0 e o estresse oxidativo estejam relacionados
com a patogénese deste EIM.

O NO’ e 0 ONOOQO'’ sédo RLs capazes de inibir a respiracao mitocondrial e
o sistema enzimatico antioxidante, induzir a peroxidacéao lipidica e inibir a [3-
oxidacao de VLCFA em células gliais. Assim, Gilg e col. (2000) verificaram que
a enzima formadora de NO’, a Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS) esta
expressa ao redor de areas desmielinizadas em cérebro de pacientes X-ALD.
Corroborando com este achado, Powers e col. (2005), verificaram um aumento
da expressao da iINOS em astrécitos e macréfagos juntamente com proteinas
nitrosiladas nas lesdes desmielinizantes. Este estudo também demonstrou
evidéncias de estresse oxidativo, através da superexpressdo das enzimas
antioxidantes Mn-SOD e hemoxigenase-1 e aumento de MDA e de 4-
hidroxinonenal (4-HNE), que sdo produtos de lipoperoxidacdo, em cortex
adrenal e cérebro de pacientes com X-ALD.

Importantes enzimas de defesa antioxidantes se mostraram alteradas
em estudos envolvendo pacientes X-ALD. A atividade da enzima GPx
aumentou moderadamente, enquanto que as enzimas CAT e SOD
apresentaram um aumento bastante acentuado em eritrécitos de pacientes

com fendtipo cALD. A alteracdo da atividade destas enzimas provavelmente
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seja em resposta ao alto nivel de H,O, e O, que estariam sendo formados
(Vargas et al., 2004). Em outro estudo, entretanto, estes achados n&o foram
corroborados, uma vez que a atividade da GPx e da SOD em pacientes X-ALD
se mostraram similares & de controles sadios (Petrillo et al., 2013).

Neste contexto, Petrillo e col. (2013) também analisaram a desregulacao
da homeostase redox em sangue de pacientes X-ALD, com particular foco no
sistema da GSH, a qual fornece a principal defesa celular contra o dano
oxidativo. O estudo verificou uma significativa diminuicdo na concentracdo de
GSH, e um significativo aumento tanto na concentracdo da forma oxidada
GSSG quanto na razdo GSSG/GSH em pacientes AMN, confirmando o
desbalanco oxidativo nestes pacientes.

Brose e col. (2012) verificaram que uma reducédo de funcdo da variante
do gene da SOD2 esta associada com a desmielinizagdo em pacientes com o
fendtipo cerebral. Portanto, considerando que pacientes com acometimento
cerebral apresentam reducdo da atividade da SOD2, a genotipagem desta
enzima ou ensaios enzimaticos poderiam ser usados como medida preditiva no
desenvolvimento cerebral da doenca.

No que concerne ao tratamento, Rockenbach e col. (2012) verificaram
uma reducdo da peroxidacéao lipidica e aumento do contetdo de sulfidrilas em
pacientes X-ALD ap6s o transplante de medula 6ssea, bem como uma reducéo
da concentracdo plasmatica de C26:0 (acido hexacosandico). Este estudo,
portanto, reforca a ideia de que o transplante de medula 6ssea, quando bem
sucedido e sob recomendacédo, deve ser considerado uma possivel estratégia

terapéutica para pacientes X-ALD. Além disso, cabe salientar que o transplante
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de medula Ossea estabiliza os sintomas neurolégicos em pacientes ainda
assintométicos (Tolar et al., 2007).

Visto que os tratamentos atualmente preconizados ndo sao totalmente
satisfatorios e também n&o estdo direcionados para o0s aspectos
neuroinflamatérios da doenca, ha necessidade da emergéncia de outras
estratégias terapéuticas. Estudos anteriores mostraram que a rosuvastatina
(RSV), inibidora da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A redutase,
atenuou o estresse oxidativo mediante supressao da enzima NADPH oxidase,
superexpressao da enzima SOD e diminuicdo de biomarcadores de estresse
oxidativo, acompanhado da reducao do colesterol (Resch et al.,2006; Verreth et
al., 2007). Adicionalmente, também foi verificado que a RSV preveniu, in vitro,
o dano ao DNA induzido por peréxido via upregulacdo da sintese da GSH
(Schupp et al., 2008).

Tolar e col. (2007) mostraram que o antioxidante N-acetil-L-cisteina
(NAC), quando administrado antes e ap0s o transplante de medula éssea, foi
capaz de estabilizar os estados neuroldgicos e achados radiograficos cerebrais
de trés meninos cALD em estagio avancado. Eles concluiram que a NAC
merece maior investigacdo como estratégia terapéutica para pacientes com
cALD avancada, pois tem potencial de mudar a condicdo de doenca letal para
uma condicdo que pode ser corrigida através do transplante de medula 6ssea.
Adicionalmente, pesquisas verificaram que a NAC demonstrou capacidade de
inibir a formacao de radicais livres, como O,", em células gliais enriquecidas
com C26:0. Além da NAC, outra possivel terapia para X-ALD seria a

administracdo de vitamina E, uma vez que o trolox (TRO) (analogo
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hidrossollvel da vitamina E) reverteu, in vitro, lesdes oxidativas em fibroblastos
de pacientes X-ALD (Di Biase et al., 2005; Fourcade et al., 2008).

Ainda que a fisiopatologia da X-ALD né&o esteja muito bem esclarecida,
os dados sobre marcadores de estresse oxidativo apresentados acima séo
indicativos de que o desbalanco redox esteja envolvido na X-ALD, sugerindo
gue o mesmo possa explicar, pelo menos em parte, o0 comprometimento
neuroldégico dos pacientes nesta doenca. Além disso, a administracdo de
antioxidantes poderia ser considerada uma terapia adjuvante no tratamento

destes pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando as evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia da X-ALD e a falta de dados na literatura reportando o dano ao
DNA nestes pacientes, o0 objetivo geral do trabalho foi verificar o dano ao DNA
em mulheres HTZ e pacientes sintométicos, avaliar o efeito in vitro de NAC,
RSV e alfa-tocoferol (na forma de seu anélogo hidrossoltvel — TRO) sobre o
dano ao DNA nos leucécitos destes pacientes, procurar por associacfes entre
o dano ao DNA e a peroxidacao lipidica e verificar, também, o efeito in vitro da

NAC sobre os conteudos de GSH e sulfidrila nos pacientes X-ALD.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o dano ao DNA em mulheres HTZ e pacientes sintomaticos,
através do ensaio cometa em leucocitos;

b) Verificar o efeito in vitro da NAC sobre dano ao DNA, nas
concentracbes de 1 e 2,5 mM;

c) Verificar o efeito in vitro de TRO sobre dano ao DNA, nas
concentracfes de 25 e 75 uM,;

d) Verificar o efeito in vitro da RSV sobre dano ao DNA, nas
concentracfes de 0,5, 2 e 5 uM;

e) Determinar 0s niveis de isoprostanos urinarios;

f) Correlacionar o dano ao DNA com o0s niveis de isoprostanos urinarios;

g) Dosar o contetdo de glutationa eritrocitaria e sulfidrila plasmatica em

pacientes X-ALD;
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h) Verificar o efeito in vitro da NAC sobre o contetdo de glutationa e

sulfidrila, nas concentracdes de 2,5 mM e 5 mM.
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3. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo de mestrado serdo apresentados na

forma de capitulos, referentes a artigos cientificos.

35



3.1 Capitulo 1- Artigo 1: Protective effect of antioxidants on DNA damage in
leukocytes from X-linked adrenoleukodystrophy patients

Este artigo cientifico foi submetido ao periddico International Journal of
Developmental Neuroscience
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Abstract

Toxic metabolites accumulation and oxidative stress have been associated to
the pathophysiology of X-linked adrenoleukodistrophy (X-ALD), an inborn error
of peroxisome metabolism. Parameters of oxidative damage to proteins and
lipids in X-ALD patients were already described in literature; however, DNA
injuries were not studied yet. Considering that, the aims were to investigate
DNA damage by comet assay in heterozygotes and symptomatic X-ALD
patients, to look for associations between DNA damage and lipid peroxidation
as measured by urinary 15-F2t-isoprostane; and to evaluate the in vitro effect of
N-acetyl-L-cysteine (NAC), trolox (TRO) and rosuvastatin (RSV) on DNA
damage in leukocytes from symptomatic patients. Symptomatic patients
presented higher DNA damage levels than those found in heterozygotes and
controls; heterozygotes and controls showed similar results. In order to
investigate the in vitro antioxidant effect on DNA damage, whole blood cells
from symptomatic patients were incubated with NAC (1 and 2.5 mM), TRO (25
and 75 uM) and RSV (0.5, 2 and 5 pM) before DNA damage analysis. NAC,
TRO and RSV, at all tested concentrations, were all capable to reduce DNA
damage in symptomatic X-ALD patients until control levels. Finally, DNA
damage correlated with urinary isoprostanes, allowing to hypothesize that DNA
damage might be induced by lipid peroxidation in symptomatic patients. The
present work yields experimental evidence that NAC, TRO and RSV reduce the
in vitro DNA injury in symptomatic X-ALD patients, what may suggest that the
administration of these antioxidants might be considered as an adjuvant therapy
for X-ALD.

Keywords

X- linked adrenoleukodystrophy; N-acetyl-L-cysteine; Trolox; Rosuvastatin;
DNA damage.
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1. Introduction

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is the most frequent inherited
peroxisomal disease, with an estimated incidence of 1:21,000 for hemizygotes
men and of 1:14,000 for heterozygotes women (Bezman et al., 2001). This
disorder is caused by mutations in ABCD1 gene (located at chromosome Xq28)
which encodes the peroxisomal ATP-binding cassette (ABC) transporter,
ABCDL1 protein (formerly adrenoleukodystrophy protein, ALDP) responsible for
transporting very long chain fatty acids (VLCFA) into the peroxisomes for
degradation by B-oxidation (Moser 1997; Moser et al., 2001, 2005). This inborn
error of metabolism (IEM) is characterized by progressive demyelination of the
white matter, adrenal insufficiency and VLCFA accumulation, mainly
hexacosanoic (C26:0) and tetracosanoic acids (C24:0), in body fluids and
tissues (Moser et al., 1999, 2001, 2005).

X-ALD is a clinically heterogeneous disease with a wide phenotypic variety that
manifests in different age groups (Moser, 1997). There is no clear pattern of
genotype-phenotype correlation since several phenotypes may occur in the
same family, ranging from severe and rapidly progressive forms (i.e. childhood
cerebral form — CCER) which progress to death within a few years, until slowly
progressive paraparesis compatible with life. Seven phenotypes have been
described in male patients (i.e., CCER, juvenile cerebral form, adult cerebral
form, adrenomyeloneuropathy - AMN, isolated Addison disease, olivo-ponto-
cerebelar and asymptomatic patients) and five in heterozygotes females
(asymptomatic, mild myelopathy, moderate to severe myeloneuropathy,
cerebral involvement and clinically evident adrenal insufficiency) (Moser et al.,
2001).

Recent reports have shown that neurological impairments were present in 63 to
87% of heterozygotes. The most prominent findings were involvement of
corticospinal and sensory ascendant tracts, and a peripheral neuropathy, all
clearly related to ageing (Engelen et al., 2014; Habekost et al., 2014; Horn et

al., 2013). Otherwise, cerebral involvement and adrenal insufficiency are rare.
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The reasons for patients develop different clinical forms might be
environmental, genetic or both (Berger and Gartner 2006; Moser et al., 2005).
Currently, the diagnosis of X-ALD hemizygotes and female carriers consists in
the increased concentrations of the VLCFA in serum, as well as by high
C24:0/C22:0 (docosanoic acid) and C26:0/ C22:0 ratios (Moser and Moser,
1991). However, it is important to emphasize that the mutation analysis is
considered the best method to establish the carrier status in women, whereas
false negative results may occur in 15-20% of the VLCFA determinations for
heterozygotes individuals (Maier et al., 2002; Moser el at., 1999).

Oxidative damage, caused by reactive oxygen and nitrogen species, is an
important mediator of neurodegeneration since brain has relatively low levels of
antioxidant defenses, high lipid content (specially unsaturated fatty acids) and
catecholamines, which are highly susceptible to free radical attack (Halliwell
and Gutteridge, 2007). Although mechanisms underlying tissue damage in X-
ALD are poorly known, a number of researches have demonstrated the role of
oxidative damage to lipid and proteins in the pathophysiology of this disorder
(Deon et al., 2007, 2008a, 2008b; Vargas et al., 2004).

It is well-known that free radicals may cause DNA damage by interaction with
transition metals in the Haber-Weiss reaction, engendering several classes of
products (single- and double-strand breaks), inter/intra-strand cross-links, DNA-
proteins cross-links and sugar fragmentation products (Halliwell and Gutteridge,
2007). Whether cellular repair mechanisms fail, deleterious consequences may
occur, like mutations, deletions, cancer and even cell death (Cooke et al., 2006;
Marnett et al., 2000). Recently, DNA damage has been described in some IEM
(Filippon et al., 2011; Negretto et al., 2014; Sitta el al., 2009), but no one study
investigated DNA damage in X-ALD.

Several studies involving diet modification, use of drugs and bone marrow
transplantation have been developed to achieve the main goals of a successful
treatment, but there is not any satisfactory therapy for X-ALD yet. Since in vitro
and in vivo trials using antioxidants have been conducted in order to elucidate

the role of these compounds on X-ALD treatment (Di Biase et al., 2005;
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Fourcade et al., 2008; Schupp et al., 2008; Tolar et al., 2007), in this work we
sought to investigate the DNA damage in X-ALD patients, the in vitro effect of
N-acetyl-L-cysteine (NAC), rosuvastatin (RSV), and alpha-tocopherol on DNA
damage, and to look for associations between DNA damage and lipid
peroxidation in these patients.

2. Materials and Methods
2.1 Subjects

A total of five heterozygotes with ages varying between 26-44 years and six
symptomatic patients (three CCER and three AMN) with ages varying between
8-27 years were included in this study. X-ALD patients had their diagnosis
confirmed by VLCFA determination and mutation analysis. The control group
consisted of eight healthy subjects with ages varying between 19-23 years. This
research was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, RS, Brazil (number 13-0247), and all the subjects or parents gave

informed written consent.
2.2 Samples collection and preparation

Venous blood was collected under sterile conditions in heparinized vials.
Immediately, aliquots of whole blood cells were submitted to comet assay or the
in vitro study protocol with the antioxidants NAC, RSV and alpha-tocopherol (in
the form of its hydrosoluble analogue trolox - TRO). Occasional urine samples
were collected in sterile flasks, aliquoted and frozen at - 80°C until isoprostanes

analysis.
2.3 In vitro effect of antioxidants on DNA damage

All antioxidants solutions were diluted with phosphate buffered saline (PBS
buffer) immediately prior to use. Whole blood from each subject was incubated
with NAC (1 and 2.5 mM), TRO (25 and 75 uM), and RSV (0.5, 2 and 5 pM) for
6 hours at 37°C, following the comet assay protocol (Abt et al., 1997; Cemeli et
al.,, 2009; Schupp et al., 2008). The proportion of blood and antioxidants
solutions diluted in PBS buffer used was 1:3 (Hartmann et al., 2003; Tice et al.,

2000).
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2.4 DNA damage by comet assay

The alkaline comet assay, that measures single and double DNA strand breaks,
was performed as described by Singh et al. (1988) in accordance with general
guidelines for use of the comet assay (Tice et al., 2000). Aliquots of 10 uL
freshly collected whole blood were mixed with 90 uL low melting point agarose
(0.7% in phosphate buffer) and added to microscope slides precoated with
1.5% agarose. Slides were placed in ice-cold lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris pH 10.0-10.5 with 10% DMSO and 1% Triton X-100) to
remove cell proteins, leaving DNA as “nucleoids”. After the lysis-buffer
procedure, the slides were covered with fresh buffer (300mM NaOH and 1mM
EDTA, pH>13) for 15 minutes to allow DNA unwinding and then,
electrophoresis was performed for 15 minutes (25 V; 300mA; 0.9 V/cm). Slides
were neutralized with 0.4 M Tris (pH 7.5), washed in bi-distilled water and
stained using silver nitrate staining protocol (Nadin et al., 2001). For DNA
damage evaluation, 100 cells per sample were analyzed by optical microscopy
at 100x magnification. The cells were visually scored by measuring the DNA
migration length and the amount of DNA in the tail into five classes, from
undamaged -0 to maximally damaged -4, and a damage index (DI) value was
calculated for each sample. International guidelines and recommendations for
the comet assay consider that visual scoring of comets is a well-validated
evaluation method (Collins et al., 2008; Tice et al., 2000). Damage index, thus,
ranged from O (completely undamaged: 100 cells x 0) to 400 (with maximum
damage: 100 cells x 4). The slides were analyzed under blind conditions at

least by two different individuals.
2.5 Urine 15-F2t-isoprostane determination

15-F2t-isoprostane, a product of arachidonic acid metabolism and a biomarker
of lipid peroxidation, was measured by a competitive enzyme-linked
immunoassay (ELISA) (Oxford Biomed, EA 85), according the kit’s instructions.
First, the urine samples were mixed with dilution buffer. The 15-F2t-isoprostane
in the urine samples competes with the 15-F2t-isoprostane conjugated to

horseradish peroxidase (HRP) for the binding to a specific antibody fixed on the
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microplate. The concentration of 15-F2t-isoprostane was determined by the
intensity of color developed after the substrate was added (wavelength at 630
nm). Results were expressed as picograms of isoprostanes per mg of urinary

creatinine.
2.6 Urinary creatinine determination

Urinary creatinine was determined by picric acid method — Creatinine K kit of
Labtest® (Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, MG, Brazil). Urinary creatinine
reacts with picric acid under alkaline conditions producing an orange color
whose absorbance was determined in a spectrophotometer at 492 nm. The
results were expressed in mg/dL.

2.7 Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM). Normal
distribution was tested by Shapiro-Wilk test. Logarithmic (log) transformation
was done in data not normally distributed (heterozygotes data) in order to
transform them in parametric. Comparisons between means were analyzed by
one-way ANOVA followed by Duncan. Correlations were performed by
Pearson’s correlation coefficient. Differences were considered statistically
significant when p value was lower than 0.05. Statistical analyses were
performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA — SPSS version 19.0) software, and graphics were
constructed in GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA

— version 5.0) software.
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3. Results
3.1 DNA damage evaluation

In this work, we evaluated DNA damage in heterozygotes and symptomatic X-
ALD patients. It is important to emphasize that it was not observed a significant
difference between the phenotypes included in the symptomatic group (CCER
and AMN patients) in what concern DNA damage. Figure 1 shows no significant
difference between DNA damage in heterozygotes and controls, however, DNA
damage was significantly increased in symptomatic X-ALD patients [F(2,
16)=10.15, P<0.01].

Figure 1
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3.2 In vitro effect of NAC

Figure 2 shows the in vitro effect of NAC (1 and 2.5 mM) on DNA damage in
symptomatic X-ALD patients. We observed that the two NAC concentrations
were able to reduce DNA damage in symptomatic X-ALD patients, equaling to
control levels [F(3, 22)=4.87, P<0.05].

Figure 2
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3.3 In vitro effect of TRO

It was assessed the in vitro effect of TRO (25 and 75 pM) on DNA damage in
symptomatic X-ALD patients. We verified that the two TRO concentrations
diminished the DNA damage present by symptomatic X-ALD patients, equaling
to control levels (Figure 3) [F(3, 22)=13.36, P<0.001].

Figure 3
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3.4 In vitro effect of RSV

Figure 4 shows that RSV, at the three concentrations (0.5, 2 and 5 pM), was
able to reverse the DNA damage in symptomatic X-ALD patients until the
control levels [F(4, 27)=4.68, P<0.01].

Figure 4
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3.5 Correlation between DNA damage and urinary isoprostanes levels

The urinary excretion of isoprostanes, a product of arachidonic acid
metabolism, represents oxidative damage to lipids. Despite this parameter did
not show significative difference between heterozygotes, symptomatic patients
and control group (data not shown), it was observed a strong significantly
positive correlation between DNA damage and urine isoprostanes levels in
symptomatic X-ALD patients (Figure 5) (r=0.962; p<0.05).

Figure 5
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4. Discussion

X-ALD is an inborn error of peroxisome metabolism, characterized by
progressive demyelination of the white matter and adrenal insufficiency. This
disorder is caused by genetic defects in the ABCD1 gene that encodes
peroxisomal membrane protein (ALDP), which is responsible for the transport of
VLCFA into peroxisomes to be oxidized. Although the mechanisms associated
with tissue damage are poorly understood, it is believed that oxidative stress
may contribute, at least in part, to pathophysiology of this disease (Lopez-
Erauskin et al., 2011; Moser 1997; Moser et al., 2001; Vargas et al., 2004).

Free radicals can cause damage to biomolecules such as proteins, lipids and
DNA (Halliwell and Gutteridge, 2007). Hydrogen peroxide and superoxide
radical may initiate DNA damage by interaction with transition metal, in
particular iron and copper, in the metal-catalysed Haber—Weiss reaction,
producing hydroxyl radical, which is the most frequently considered of
damaging species (Halliwell and Gutteridge, 2007). Cells have evolved several
mechanisms for protecting DNA molecules from damage, either by direct
damage-removal or by providing enzymes as an aid in cell-tolerance. Whether
these mechanisms fail, serious consequences may occur in the genome, like as
mutations, microsatellite instability, loss of heterozygosity, chromosomal

aberrations or neoplastic growth (Cooke et al., 2006; Moraes et al., 2012).

DNA damage has been associated with a number of pathologies, including
neurodegenerative disorders like Parkinson and Alzheimer disease, and in
some IEM (Filippon et al., 2011; Mecocci et al., 2002; Negretto et al., 2014;
Sanders et al., 2014, Sitta el al., 2009). Considering that DNA injuries were not
yet studied in X-ALD, in this work we aimed to investigate DNA damage in
heterozygotes and symptomatic X-ALD patients by comet assay, which is a
widely used method, extremely sensitive for detecting low levels of DNA

damage, inexpensive and quick (Liao et al., 2009).

According to our results, heterozygotes showed similar DNA damage to control
group. Other works have observed high formation of thiobarbituric acid-reactive

substances (TBARS), which is an indirect marker of lipid peroxidation and a

48



decrease of total antioxidant reactivity (TAR) in asymptomatic heterozygotes
(Deon et al.,, 2008b). Considering the above, it may be assumed that
heterozygotes women present oxidative imbalance and lipid damage but not
DNA damage.

Our results showed higher DNA damage levels in symptomatic X-ALD patients
compared to heterozygotes and controls. These data are in agreement with
previous findings that shown induced oxidative stress in symptomatic X-ALD
patients, in which it was verified a reduction of sulfhydryl content, an increased
production of carbonyls and TBARS formation and a reduction of total
antioxidant status (TAS) and TAR measurement, at the last ones represent the
guantity and the quality of the tissue antioxidants, respectively (Deon et al.,
2007; Vargas et al., 2004).

In order to verify whether different compounds could be able to reduce DNA
damage in symptomatic X-ALD patients, we performed the in vitro comet assay,
using NAC, TRO and RSV in different concentrations. First, whole blood cells
from symptomatic X-ALD patients were incubated with 1 and 2.5 mM of NAC for
6h at 37°C and, then, DNA damage was assessed using comet assay. We
observed that these two NAC concentrations were capable to reduce DNA

damage in these patients, equaling to control levels.

NAC is an agent with antioxidant properties that stimulates glutathione
synthesis, scavenges free radicals and it has been hypothesized to provide
neuroprotective capacity (Ferrari et al., 1995; Harvey et al., 2008; Henderson et
al., 1996). Several decades of toxicity data established that NAC administration
is safe (even with long-term use) (Walson and Groth, 1993). Tolar et al. (2007)
reported that peri-transplant administration of NAC was protective from
fulminant demyelination in advanced symptomatic X-ALD patients. Abt et al.
(1997) have verified that NAC seemed to be of limited value as a
radioprotective agent against X-ray-induced DNA damage in human
lymphocytes. Besides, there are experimental data available showing a
protective effect of NAC against the damaging effects of UV-B irradiation on

skin and epidermal DNA (Van den Broeke and Beijersbergen van Henegouwen,
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1994) and against ionizing radiation-induced DNA damage in yeast cells
(Reliene et al., 2009).

Some in vitro models studied the NAC role for X-ALD. A pre-treatment with
arginine and NAC inhibited not only nitrite but also superoxide production in glial
cells enriched with C26:0 (Di Biase et al., 2005). In the same context, Lopez-
Erauskin et al. (2012) have provided evidence that oxidative stress induced
under galactose conditions leaded to mitochondrial damage in the form of
mitochondrial inner membrane potential dissipation, ATP drop and necrotic cell
death, together with increased levels of oxidative modifications in cyclophilin D
protein in fibroblasts of X-ALD patients. Among the mitochondrial permeability
transition pore components, cyclophilin D is the most studied and has been
found increased under pathological conditions. NAC in vitro treatment rescued
mitochondrial damage markers in fibroblasts from patients with X-ALD,
including cyclophilin D oxidative modifications. Furthermore, a research using
animal model for X-ALD showed that NAC, in combination with lipoic acid and
TRO, reversed oxidative damage and energetic failure, together with the
reversion of axonal degeneration and locomotor impairment (Lopez-Erauskin et
al., 2011).

TRO is a well-known analog of alpha-tocopherol (Halliwell and Gutteridge,
1996), which acts on lipid peroxyl groups inside membrane bilayers, reducing
them to hydroperoxides and thus inhibiting the propagation of the peroxidative
chain reaction. TRO breaks the chain reaction but is itself converted to a radical
during the process. The oxidized form can be recycled back to its reduced form
by ascorbate or ubiquinone (coenzyme Q) (Sies and Stahl, 1995; Wang and
Quinn, 1999). TRO displayed a protective effect against H,O, in a modified
comet assay with buccal cells (Szeto et al.,, 2005) and vitamin E exerted a
protective action on DNA damage in human colonic mucosa cells induced by
bleomycin (Wozniak et al., 2004). An in vitro study using cultured human
fibroblasts enriched with high doses of C26:0 and TRO has demonstrated that
this antioxidant prevented the induction of superoxide dismutase enzyme upon
C26:0 treatment. In addition, TRO was able to induce reversion of oxidative

lesions in X-ALD fibroblasts (Fourcade et al., 2008). Given its mechanism of
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action, we presumed that TRO could be of help in reducing DNA damage in
symptomatic X-ALD patients. We verified that TRO, at two tested
concentrations (25 and 75 pM), reduced DNA damage in symptomatic X-ALD
patients, equaling to control levels. As previously mentioned, TRO in
association with NAC reversed oxidative damage in an animal model of X-ALD
(Lépez-Erauskin et al., 2011).

The in vitro comet assay was also performed using RSV and, as observed for
NAC and TRO, all RSV concentrations were able to reduce, until control levels,
the DNA damage presented by symptomatic X-ALD patients. In vitro studies
using RSV incubation have shown protective effects of this compound on DNA
damage induced by hydrogen peroxide (Ajith et al., 2008; Schupp et al., 2008).
RSV is one of the most potent widely available statins, and is approved for
reducing circulating low-density lipoprotein levels (Luvai et al., 2012).
Additionally, researchers have verified anti-inflammatory, antioxidant and
antithrombotic effects of RSV (Athyros et al., 2009; Blum and Shamburek,
2009) as well as an effective capacity to reduce malondialdehyde (MDA) (lipid
peroxidation biomarker) and urinary 8-hydroxydeoxyguanosine (biomarker of
DNA oxidative damage) in patients with diabetic nephropathy (Abe et al., 2011).
Moreover, Mahalwar and coworkers (2013) have observed antioxidant effects of
RSV by reducing NADPH-dependent production of reactive oxygen species,
suppression of endothelial nitric oxide synthase and upregulation of antioxidant

defense mechanisms.

Lipid peroxidation can be described generally as a process under which free
radicals or nonradical species attack lipids, especially polyunsaturated fatty
acids and engender a complex variety of reactive products (Yin et al., 2011).
Isoprostanes are products derived from the non-enzymatic peroxidation of
arachidonic acid and are considered to be reliable biomarkers of oxidant stress
in the human body (Halliwell and Gutteridge, 2007). Former studies described
the involvement of lipid peroxidation in X-ALD (Deon et al., 2007, 2008b;
Vargas et al., 2004). Our results showed positive correlation between DNA
damage and isoprostanes, suggesting that DNA damage might be caused by

lipid peroxidation in symptomatic X-ALD patients. This interpretation is
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supported by previous evidence showing that MDA can attack DNA to form
adducts to deoxyguanosine and deoxyadenosine (Marnett, 1999).

Finally, in what concern to the underlying mechanisms by which NAC, TRO and
RSV reduce DNA damage induced in X-ALD patients, it is possible to assume
that NAC, TRO and RSV (three compounds that have antioxidants capabilities),
may diminish DNA damage by reduction reactive species formation. Previous
works, performed by our group and others, allow us to reinforce this hypothesis,
since it has already been described lipid and protein oxidative damage by free
radicals attack in X-ALD patients (Deon et al., 2007, 2008a, 2008b; Petrillo et
al., 2013; Vargas et al., 2004).

In conclusion, our data show, for the first time in literature, high DNA damage
levels in X-ALD patients and the in vitro protective effect of NAC, TRO and RSV
on DNA damage. Moreover, this damage, is, presumably, oxidative and may be
caused by lipid peroxidation. The ability of NAC, TRO an RSV to exert
antioxidant effects in vitro, reducing DNA damage even in low concentrations,
might be of relevance as an adjuvant treatment for X-ALD, since there is still not
any satisfactory therapy for this disease. Nevertheless, the present in vitro
results should be interpreted with caution and more experiments are necessary

to elucidate this issue and to confirm the oxidative damage origin.
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Figure Captions

Fig. 1. DNA damage (comet assay) in leukocytes from heterozygotes (HTZ)
(n=5) and symptomatic X-ALD patients (n=6). Data represent mean = SEM.
**p<0.01 compared to HTZ and control group (n=8) (one-way analysis of
variance - ANOVA, followed by Duncan multiple range test).

Fig. 2. In vitro effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC) (1 and 2.5 mM) on DNA
damage (comet assay) in leukocytes from symptomatic X-ALD patients (n=6).
Data represent mean + SEM. *p<0.05 compared to control group (n=8) and
*p<0.05 compared to symptomatic X-ALD patients group (one-way analysis of
variance - ANOVA, followed by Duncan multiple range test).

Fig. 3. In vitro effect of trolox (TRO) (25 and 75 pM) on DNA damage (comet
assay) in leukocytes from symptomatic X-ALD patients (n=6). Data represent
mean * SEM. **p<0.001 compared to control group (n=8) and **p<0.001
compared to symptomatic X-ALD patients group (one-way analysis of variance -
ANOVA, followed by Duncan multiple range test).

Fig. 4. In vitro effect of rosuvastatin (RSV) (0.5, 2 and 5 puM) on DNA damage
(comet assay) in leukocytes from symptomatic X-ALD patients (n=6). Data
represent mean + SEM. **p<0.01 compared to control group (n=8) and "p<0.01
compared to symptomatic X-ALD patients group (one-way analysis of variance -

ANOVA, followed by Duncan multiple range test).

Fig. 5. Correlation between DNA damage and urinary isoprostanes levels in

symptomatic X-ALD patients (Pearson’s correlation) (r=0.962; p<0.05).
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3.2 Capitulo 2- Artigo 2: The in vitro effect of N-acetyl-L-cysteine on glutathione
and sulfhydryl levels in X-linked adrenoleukodystrophy patients

Este artigo cientifico foi submetido ao periddico Metabolic Brain Disease
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Abstract

Recent evidence shows that oxidative stress seems to be related with
pathophysiology of X-linked adrenoleukodystrophy, a neurodegenerative
disorder. In the present work we evaluated the in vitro effect of N-acetyl-L-
cysteine (NAC) on glutathione (GSH) and sulfhydryl levels in X-ALD patients. It
was observed a significant reduction of GSH and sulfhydryl content in X-ALD
patients, compared to control group, and it was verified that 5 mM of NAC, in
vitro, had capabilities to increase GSH content and sulfhydryl groups in these
patients. Our data strongly reinforce the idea of an adjunvant therapy with the
antioxidant NAC to improve oxidative imbalance presented by X-ALD patients.

Keywords

X- linked adrenoleukodystrophy; N-acetyl-L-cysteine; glutathione; sulfhydryl.

Abbreviations

C24:0: Tetracosanoic acid; C26:0: Hexacosanoic acid; CCER: Childhood
cerebral form; GSH: Glutathione; GSSG: Oxidized glutathione; NAC: N-acetyl-
L-cysteine; PBS: Phosfate Buffer Saline; X-ALD: X-Linked
Adrenoleukodystrophy.
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1. Introduction

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a peroxisomal disorder that occurs in
at least 1 out of 17,000 males (Moser et al. 2001). The phenotypic variability is
remarkable, ranging from severe and rapidly progressive forms (i.e. childhood
cerebral form - CCER) until slowly progressive paraparesis compatible with life
(Moser et al. 2001).

The major accumulated saturated fatty acids are hexacosanoic acid (C26:0)
and tetracosanoic acid (C24:0) in tissues and body fluids (Moser et al. 2001).
The exact mechanisms underlying the brain damage in X-ALD are poorly
elucidated. Some researchers have proposed that oxidative stress represents a
hallmark in the pathogenesis of X-ALD (Berger et al. 2014; Galea et al. 2013;
Vargas et al. 2004).

Glutathione (GSH) deficiency is associated with numerous pathological
conditions, since the glutathione system provides the principal cellular
protection against oxidative damage (Kasielski et al. 2001; Petrillo et al. 2013).
Cellular redox balance is assured by equilibrated ratios among the glutathione
forms, therefore, a decrease of GSH or an increase of the oxidized form
(GSSG) reflects an oxidative perturbation in cell metabolism (Schaffer et al.
2001).

The antioxidant capacity of NAC has been proposed based on data from in vitro
studies, where this compound has been shown to reduce oxidant-induced cell
damage, acting as cysteine prodrug and a GSH precursor (Zafarullah et al.
2003). NAC can also reduce disulphide bonds in proteins, scavenge free
radicals and bind metals to form complexes (Atkuri et al. 2007). There are
several in vitro and in vivo studies involving NAC action on X-ALD treatment (Di
Biase et al. 2005; Galino et al. 2011; Lopez-Erauskin et al. 2011; Tolar et al.
2007). Considering that NAC has been proposed as a GSH precursor, the
purpose of this work was to analyze the in vitro effect of NAC on GSH and

sulfhydryl levels in X-ALD patients.
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2. Materials and Methods
2.1 Subjects

A total of eight X-ALD patients (4 heterozygotes, 1 Addison-only and 3 CCER)
with ages varying between 9-50 years were included in this study. These
patients had their diagnosis confirmed by very long chain fatty acids
determination and mutation analysis. The control group consisted of eight
healthy subjects with similar ages to the patients. This research was approved
by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brazil
(number 13-0247), and all the subjects or parents gave informed written

consent.
2.2 Samples collection and the in vitro assay

Venous blood was collected under sterile conditions in heparinized vials.
Immediately, aliquots of whole blood cells were incubated with NAC (2.5 and 5
mM), for 6 hours at 37°C (Abt et al. 1997; Di Biase et al. 2005). After, whole
blood was centrifuged at 1000 xg for 10 min and plasma was removed by
aspiration, aliquoted and frozen at -80°C until sulfhydryl determination.
Erythrocytes were washed three times with cold saline solution, lysated with
water and frozen at —80°C until GSH analysis. NAC was diluted with phosphate
buffered saline (PBS buffer) on the day of use. The proportion of blood and

antioxidant solutions diluted in PBS buffer used was 1:3.
2.3 Reduced glutathione (GSH) content in erythrocytes

In order to measure GSH levels, lysates of erythrocytes were processed as
described by Browne and Armstrong (1998). Results were expressed as

nmol/mg protein.
2.4 Total plasmatic level of sulfhydryl groups

The plasmatic concentration of sulfhydryl groups was determined as described
by Aksenov and Markesbery (2001). The sulfhydryl content is inversely
correlated to oxidative damage to proteins. Results were reported as pmol

TNB/mg protein.
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2.5 Protein determination

Plasma and erythrocyte protein concentrations were determined, respectively,
by Biuret method — using the commercial kit of Labtest® (Labtest Diagnostica,
Lagoa Santa, MG, Brazil) — and by the method of Lowry et al (1951).

2.6 Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM). Comparisons
between means were analyzed by one-way ANOVA followed by Duncan.
Differences were considered statistically significant when p value was lower
than 0.05. Statistical analyses were performed using the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA — SPSS version 19.0)
software, and graphics were constructed in GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA — version 5.0) software.

3. Results
3.1 In vitro effect of NAC on GSH content

Figure 1 shows GSH erythrocytes levels and the in vitro effect of NAC (2.5 and
5 mM) on GSH content in X-ALD patients (HTZ, CCER and Addison-only). It is
important to highlight that there was no significantly difference on GSH content
between the different phenotypes included in the study (data not shown). GSH
concentration was significantly decreased in patients and 5mM of NAC was
able to increase these levels, equaling to control values [F(3, 19)=10.41,
P<0.001].

3.2 In vitro effect of NAC on sulfhydryl content

Figure 2 shows sulfhydryl plasma levels and the in vitro effect of NAC (2.5 and
5 mM) on sulfhydryl content in X-ALD patients (HTZ, CCER and Addison-only).
It is important to stress that there was no significantly difference on sulfhydryl
content between the different phenotypes included in the study (data not
shown). Sulfhydryl content was significantly diminished in patients and 5mM of
NAC was able to increase these levels until control values [F(3,18)=13.55,
P<0.001].
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4. Discussion

Several works have shown that oxidative stress is induced in X-ALD patients,
including oxidative damage to protein, lipids, and reduction of antioxidant
capacity (Deon et al. 2007, 2008a, 2008b; Petrillo et al. 2013; Vargas et al.
2004). Previous works have verified a reduction in GSH and sulfhydryl content
in X-ALD patients (Petrillo et al. 2013; Rockenbach et al. 2014). Interestingly,
low levels of GSH have also been reported in an animal model for X-ALD
(Galino et al. 2011). In the present work we verified that X-ALD patients had
lower GSH and sulphydryl levels, compared to control group, which corroborate
with literature. Besides, we showed that 5 mM of NAC, in vitro, was able to
increase GSH content and sulfhydryl groups in these patients.

GSH plays a wide variety of physiological roles and its antioxidant effects
depend on the presence of the free sulfhydryl group as a ready source of
reducing equivalents to quench radical species. GSH also acts as “scavenger”
of free radicals (Halliwell and Gutteridge 2007). The limiting step of the GSH
synthesis involves conjugation of cysteine with L-glutamate, while L-glycine is
added in a subsequent synthetic step by GSH synthase (McPherson and Hardy
2012). GSH depletion is a feature of a wide range of neuropsychiatric disorders,
including Alzheimer and Parkinson diseases, and in some inborn error of
metabolism (Johnson et al. 2012; Petrillo et al. 2013).

Adjuvant therapies with antioxidant have been studied in several disease-
associated oxidative stress. NAC is a cysteine prodrug with an antioxidant
activity attributed to its sulfhydryl group that provides protection against
oxidative and metabolic processes (Atkuri et al. 2007). NAC supplies the
cysteine necessary for GSH synthesis and has proven to be effective in treating

disease-associated oxidative stress (Sehn 1997).

It has been shown that NAC crosses the blood-brain barrier, accumulated in the
brain, and reverses memory impairment and brain oxidative stress in aged
mices (Farr et al. 2003). Additionally, in some murine models of Alzheimer
disease, the administration of NAC buffered oxidative damage (Tchantchou et

al. 2005). In an animal model of Duchenne Muscular Dystrophy, the treatment
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with NAC significantly decreased the oxidation of GSH and protein thiols, and
enhanced muscle protein thiol content (Terrill et al. 2012).

In a clinical trial with Gaucher and Parkinson’s patients, NAC increased whole
blood GSH/GSSG ratio and GSH concentration in brain (Holmay et al. 2013).
Rushworth and coworkers (2014) suggested that NAC might be useful, not only
by promoting GSH depletion, but also because NAC-derived cysteine has the
potential to lead to an increase in the release of glutamate from astrocytes

resulting in activation of neuronal glutamate receptors.

Regarding studies involving NAC effect on X-ALD, Tolar et al (2007) reported
that peri-transplant administration of NAC was protective from fulminant
demyelination in advanced symptomatic X-ALD patients. It was also seen that a
pre-treatment with arginine and NAC inhibited nitrite and superoxide production
in glial cells enriched with C26:0 (Di Biase et al. 2005). Additionally, NAC in
combination with other antioxidants reversed oxidative damage and energetic

failure in an animal model for X-ALD (LOpez-Erauskin et al. 2011).

In what concern to the underlying mechanisms by which NAC increase
sulfhydryl and GSH levels, it is possible to assume that the action is, probably,
due to stimulation of enzymes related to the GSH synthesis or also by non-

enzymatic mechanisms related to scavenger properties of free radicals.

Finally, the present results confirm former reports showing the role of oxidative
stress on X-ALD and displayed, for the first time in literature, the in vitro
protective effect of NAC on GSH and sulfhydryl content in this disease.
Therefore, this work underscores the pertinence of using antioxidants as an
adjuvant therapy for X-ALD to improve oxidative imbalance presented by X-ALD
patients. However, the present in vitro study should be interpreted with caution

and more in vivo experiments are necessary to elucidate this issue.

68



Conflict of interest disclosure

All authors declare that they have no conflict of interest.

Informed Consent

All procedures followed were in accordance with the ethical standards of the
responsible committee on human experimentation (institutional and national)
and with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2000. Informed consent
was obtained from all patients for being included in the study.

Acknowledgements

This study was supported by Brazilian Foundation Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) and Fundo de Incentivo a
Pesquisa e Eventos (FIPE/HCPA). The authors also thank the patients, their
families and the staff from Servico de Genética Médica/Hospital de Clinicas de

Porto Alegre. Carmen R. Vargas and Laura B. Jardim are supported by CNPq.

69



5. References

Abt G, Vaghef H, Gebhart E, Dahlgren CV, Hellman B (1997) The role of N
acetylcysteine as a putative radioprotective agent on X-ray-induced DNA
damage as evaluated by alkaline single-cell gel electrophoresis. Mutat Res
384:55-64.

Aksenov MY, Markesbery WR (2001) Changes in thiol content and expression
of glutathione redox system genes in the hippocampus and cerebellum in
Alzheimer’s disease. Neurosci Lett 302:141-145.

Atkuri KR, Mantovani JJ, Herzenberg LA, Herzenberg Leonore A (2007) N-
Acetylcysteine: a safe antidote for cysteine/glutathione deficiency. Curr Opin
Pharmacol 7:355-359.

Berger J, Forss-Petter S, Eichler FS (2014) Pathophysiology of X-linked
adrenoleukodystrophy. Biochimie 98:135-142.

Browne RW, Armstrong D (1998) Reduced glutathione and glutathione
disulfide. Methods Mol Biol 108:347-352.

Deon M, Sitta A, Barschak AG et al (2007) Introduction of lipid peroxidation and
decrease of antioxidant defenses in symptomatic and asymptomatic patients
with X-linked adrenoleukodystrophy. Int J Devl Neurosci 25:441-444.

Deon M, Garcia MP, Sitta A et al (2008a) Hexacosanoic and docosanoic acids
plasma levels in patients with cerebral childhood and asymptomatic X-linked

adrenoleukodystrophy: Lorenzo’s oil effect. Metab Brain Dis 23:43-49.

Deon M, Sitta A, Barschak AG et al (2008b) Oxidative stress is induced in
female carriers of X-linked adrenoleukodystrophy. J Neurol Sci 266:79-83.

Di Biase A, Benedetto R, Salvati S, Attorri L, Leonardi F, Pietraforte D (2005)
Effects of L-mono methy-arginine, N-acetyl-L-cysteine and diphenyleniodonium
on free radical release in C6 glial cells enriched in hexacosanoic acid.
Neurochem Res 30(2):215-223.

70



Farr SA, Poon HF, Dogrukol-Ak D et al (2003) The antioxidants alpha-lipoic acid
and N-acetylcysteine reverse memory impairment and brain oxidative stress in
aged SAMP8 mice. J Neurochem 84:1173-1183.

Galea E, Launay N, Portero-Otin M et al (2012) Oxidative stress underlying
axonal degeneration in adrenoleukodystrophy: A paradigm for multifactorial
neurodegenerative diseases? Biochim Biophys Acta 1822:1475-1488.

Galino J, Ruiz M, Fourcade S et al (2011) Oxidative damage compromises
energy metabolism in the axonal degeneration mouse model of X-
adrenoleukodystrophy. Antioxid Redox Signal 15(8): 2095-2107.

Halliwell B, Gutteridge JMC (2007) Free radicals in Biology and Medicine. 4th
ed. Oxford: Oxford University Press.

Holmay MJ, Terpstra M, Coles LD, Mishra U, Ahlskog M, Oz G (2013) N-
acetylcysteine Boosts Brain and Blood Glutathione in Gaucher and Parkinson’s
Diseases. Clin Neuropharmacol 36(4):103-106.

Johnson WM, Wilson-Delfosse AL, Mieyal JJ (2012) Dysregulation of

glutathione homeostasis in neurodegenerative diseases. Nutrients 4:1399-1440.

Kasielski M, Nowak D (2001) Long-term administration of N-acetylcysteine
decreases hydrogen peroxide exhalation | subjects with chronic obstructive

pulmonary disease. Respir Med 95:448-456.

Lopez-Erauskin J, Fourcade S, Galino J et al (2011) Antioxidants Halt Axonal
Degeneration in a Mouse Model of X-Adrenoleukodystrophy. Ann Neurol 70:84-
92.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ (1951) Protein measurement
with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193:265-275.

McPherson RA, Hardy G (2012) Cysteine: the Fun-Ke nutraceutical. Nutrition
2012; 28:336-337.

Moser HW, Smith KD, Watkins PA, Powers J, Moser AB (2001) X-linked
adrenoleukodystrophy. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D (editors)

71



The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th ed. McGraw-Hill
Inc, New York, pp 3257-3301.

Moser HW, Mahmood A, Raymond GV (2007) X-linked adrenoleukodystrophy.
Nat Clin Pract Neurol 3:140-151.

Petrillo S, Piemonte F, Pastore A et al (2013) Glutathione imbalance in patients
with X-linked adrenoleukodystrophy. Mol Genet Metab, 109:366-370.

Rockenbach FJ, Deon M, Marchese DP et al (2012) The effect of bone marrow
transplantation on oxidative stress in X-linked adrenoleukodystrophy. Mol Genet
Metab 106: 231-236.

Rushworth GF, Megson IL (2014) Existing and potential therapeutic uses for N-
acetylcysteine: The need for conversion to intracellular glutathione for
antioxidant benefits. Pharmacology & Therapeutics 141:150-159.

Schafer FQ, Buettner GR (2001) Redox environment of the cell as viewed
through the redox state of the glutathione disulfide/glutathione couple. Free
Radic Biol Med 30(11): 1191-1212.

Sehn CK (1997) Nutritional biochemistry of cellular glutathione. J Nutr Biochem
8:660-672.

Terrill JR, Radley-Crabb HG, Grounds MD, Arthur PG (2012) N-Acetylcysteine
treatment of dystrophic mdx mice results in protein thiol modifications and
inhibition of exercise induced myofibre necrosis. Neuromuscul Disord
22(5):427-434.

Tchantchou F, Graves M, Rogers E, Ortiz D, Shea TB (2005) N-acetyl-cysteine
alleviates oxidative damage to central nervous system of ApoE-deficient mice

following folate and vitamin E-deficiency. J Alzheimers Dis 7:135-138.

Tolar J, Orchard PJ, Bjoraker KJ, Ziegler RS, Shapiro EG, Charnas L (2007) N-
acetyl-L-cysteine improves outcome of advanced cerebral

adrenoleukodystrophy. Bone Marrow Transplant 39: 211-215.

72



Vargas CR, Wajner M, Sirtori LR et al (2004) Evidence that oxidative stress is
increased in patients with X-linked adrenoleukodystrophy. Biochim Biophys
Acta 1688:26-32.

Zafarullah M, Li WQ, Sylvester J, Ahmad M (2003) Molecular mechanisms of N-
acetylcysteine actions. Cell Mol Life Sci 60:6-20.

73



Figure 1

GSH (nmol/mg prot)
T

###

Figure 2

=
o
]

o
(o]
1

o
(o))
1

o
AN
1

o
N
1

o
o

#HH#

Sulfhydryl content (umol TNB/ mg prot)

74



Figure captions

Fig.1. In vitro effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC) (2.5 and 5 mM) on GSH levels
in erythrocytes from X-ALD patients (n=4-6). Data represent the mean = SEM.

d "p<0.001 compared to X-

***p<0.001 compared to control group (n=7) an
ALD patients with NAC 2.5 mM and X-ALD patients (One-way analysis of

variance - ANOVA, followed by Duncan multiple range test).

Fig.2. In vitro effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC) (2.5 and 5 mM) on sulfhydryl
content in plasma from X-ALD patients (n=4-6). Data represent the mean =

d "*p<0.001 compared to

SEM. **p<0.001 compared to control group (n=7) an
X-ALD patients with NAC 2.5 mM and X-ALD patients (One-way analysis of

variance - ANOVA, followed by Duncan multiple range test).
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4. DISCUSSAO GERAL

A X-ALD, distarbio mais frequente dentre as doencas peroxissomais,
pode se manifestar em diferentes faixas etarias e possui uma ampla variedade
fenotipica. Nao h& correlacdo entre gendtipo e fenétipo, podendo ocorrer varios
fendtipos em uma mesma familia, abrangendo formas bastante graves e de
rapida progressao (que evoluem para morte em poucos anos) até paraparesias
de progressao lenta que sao compativeis com a vida.

Apesar das pesquisas e dos esforgcos em andamento, o tratamento para
X-ALD é ainda considerado experimental. O transplante de medula 0ssea € a
terapia mais efetiva somente nos casos em que a forma cerebral for detectada
nos estagios iniciais da doenca, sendo o uUnico método que melhora a
desmielinizacédo cerebral (Moser et al., 2001), entretanto, para pacientes AMN
e HTZ ainda n&do ha nenhum tratamento satisfatorio. A maioria dos pacientes X-
ALD, especialmente os fendtipos AMN e HTZ, necessitam dos cuidados de
uma equipe multiprofissional que inclui fisioterapia, consulta urolégica para a
disfuncdo erétil e sistema urinario prejudicado, prevencédo e tratamento de
infeccBes urinarias, consulta endocrinolégica para a deteccédo e tratamento da
insuficiéncia adrenal e aconselhamento psicologico (Engelen et al., 2012;
Moser et al., 2001; Moser, 2006). Terapias emergentes para X-ALD tém sido
utilizadas na tentativa de atingir os trés principais objetivos de um tratamento
bem sucedido: estabilizar a insuficiéncia adrenal, diminuir a concentracao de
VLCFA no plasma e diminuir a desmielinizagéo no cérebro (Moser et al., 2001).

Ultimamente, o papel do estresse oxidativo em doencas

neurodegenerativas tem recebido muita atencdo, visto que o cérebro é
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extremamente suscetivel ao ataque de espécies reativas. Este 6rgdo consome
uma alta quantidade de oxigénio por unidade de massa de tecido, e a principal
razdo para isto € a grande quantidade de ATP que é requerida para conservar
a homeostase neuronal intracelular. Adicionalmente, algumas areas cerebrais
sédo ricas em ferro, o qual é capaz de catalisar a producdo de EROs através da
reacdo de Fenton. As membranas neuronais sdo abundantes em acidos graxos
poliinsaturados que sao, particularmente, mais propensos a sofrer peroxidacao
lipidica pelo atague de espécies reativas. Outro aspecto que faz com que
cérebro seja sensivel ao estresse oxidativo é a presenca de aminoacidos
excitotoxicos e neurotransmissores auto-oxidaveis (dopamina e noradrenalina)
(Halliwell, 2006). Por fim, o cérebro possui atividades baixas a moderadas das
enzimas SOD, CAT e GPx comparado ao rim e figado (Halliwell e Gutteridge,
2007).

As espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio possuem uma funcao
dupla, podendo ter efeitos nocivos ou benéficos dependendo das suas
guantidades nos sistemas biologicos (Halliwell e Gutteridge, 2007; Valko et al.,
2007). Os efeitos benéficos ocorrem em baixas a moderadas concentracoes e
envolvem papéis fisiologicos relacionados as respostas celulares contra
agentes infecciosos, as cascatas de sinalizacbes e a transcricdo génica
(Halliwell e Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007; Zheng e Storz, 2000).
Adicionalmente, o NO’ possui papel crucial na vasorregulagdo, na adesao
leucocitaria, na agregacao plaquetaria, ha angiogénese a na neurotransmissao
(Halliwell e Gutteridge, 2007; Tarpey e Fridovich, 2001).

Em contrapartida, a superproducéo de radicais livres é deletéria para os

organismos vivos, podendo lesar biomoléculas, como lipidios, proteinas e o
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DNA. O H,0; e 0 O,", por exemplo, podem causar dano ao DNA, através da
interagdo com metais de transicdo, como ferro e cobre, na reacdo Haber-
Weiss, produzindo o OH’. Este radical é considerado o mais danoso, e pode
produzir mais de vinte diferentes produtos quando ataca as bases do DNA,
formando, por exemplo: 8-hidroxiadenina, 8-hidroxiguanina, 5,6-dihidroxi-5,6-
dihidrotimina, e lesdbes com abertura de anel (4,6-diamino-5
formamidopirimidina e 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina) (Cooke et
al., 2006). Outro potente oxidante capaz de lesar o DNA é o ONOO’, produto
do acoplamento do NO" e O," (Marnett, 2000).

A superproducdo de espécies reativas também pode causar danos no
DNA mitocondrial (mtDNA), o qual € mais sensivel ao ataque de espécies
reativas comparado ao DNA nuclear, visto que esta mais proximo da formacéo
de EROs decorrente da cadeia transportadora de elétrons e também porque
nao possui histonas protetoras (Halliwell e Gutteridge, 2007; Pamplona et al.,
2007). Modificacdes oxidativas tanto no mtDNA quanto em proteinas podem
resultar em uma falha metabdlica caracterizada por um aumento da taxa
NAD'/NADH. Esta razdo possui um papel regulatorio em vias metabdlicas
fundamentais, incluindo glicdlise, ciclo de Krebs, fosforilacdo oxidativa e tem
potencial para reduzir os niveis de ATP (Ying et al., 2008).

Para que o conteddo informacional do DNA seja preservado e
corretamente transmitido é indispensavel que haja fidelidade na replicacédo e
gue existam mecanismos capazes de reparar modificacbes estruturais
produzidas no material genético por produtos téxicos, visto que, no ambiente
celular, o DNA esta constantemente exposto a estes agentes nocivos. Os

mecanismos de reparacdo do DNA sao, em geral, dependentes dos produtos
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de diversos genes e se caracterizam por possuirem varias etapas,
possibilitando vias alternativas, muitas vezes coexistentes e competitivas.
Alguns tipos de lesdes podem ser revertidos diretamente, mediante a acao de
uma Unica enzima, que desfaz a lesdo produzida, restaurando a integridade da
molécula de DNA. Entretanto, caso ocorra uma falha nos mecanismos
celulares de reparo, sérias consequéncias poderdo ocorrer, incluindo inducao
de mutacdes, perda de heterozigose, aberracdes cromossémicas, alteracdo da
expressdo génica, citotoxidade, neoplasias e até morte celular (Cooke et al.,
2006; Moraes et al., 2012).

Diversos parametros de estresse oxidativo ja foram descritos em
pacientes portadores de X-ALD, como por exemplo, dano a lipidios, proteinas e
reducdo da capacidade antioxidante tecidual (Deon et al., 2007; Deon et al.,
2008a; Deon et al.,, 2008b; Vargas et al., 2004), entretanto, danos no DNA
ainda ndo foram reportadas. Por isto, neste trabalho, nés avaliamos o dano ao
DNA em mulheres heterozigotas e pacientes sintomaticos para X-ALD, através
do ensaio cometa, que € um método sensivel para deteccdo de dano,
econdmico e rapido. Apos, noés verificamos o efeito, in vitro, de NAC, TRO e
RSV sobre o dano ao DNA em pacientes sintomaticos, uma vez que estes
compostos vém sendo estudados como potenciais antioxidantes em diversas
patologias.

De acordo com nossos resultados, as HTZ ndo apresentaram dano ao
DNA. Em outros trabalhos ja foram observados parametros de estresse
oxidativo alterados neste fenétipo, como o aumento da formacdo de TBA-RS, o
gual é um marcador indireto de peroxidacéo lipidica e a diminuicdo de TAR

(Deon et al., 2008b). Dessa forma, podemos assumir que as HTZ apresentam
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um desequilibrio oxidativo em nivel de lipidios, mas ndo em nivel de DNA. Por
outro lado, nossos resultados mostraram indices aumentados de dano ao DNA
em pacientes sintomaticos, quando comparados as HTZ e ao grupo controle.
Estes achados estdo de acordo com a literatura no que se refere ao dano a
biomoléculas, uma vez que trabalhos anteriores j& descreveram dano oxidativo
a lipidios, pelo aumento de TBA-RS e quimioluminescéncia, proteinas, pelo
aumento de carbonilas e diminuicdo de sulfidrilas e reducéo de TAR e TAS, os
quais representam a quantidade e qualidade, respectivamente, dos
antioxidantes teciduais (Deon et al., 2007; Petrillo et al., 2013; Vargas et al.,
2004).

Ainda, com o propdésito de verificar se diferentes compostos poderiam
ser capazes de reduzir o dano ao DNA apresentado pelos pacientes
sintomaticos, nos realizados o ensaio cometa in vitro, utilizando NAC, TRO e
RSV em diferentes concentracbes. Primeiramente, o sangue total destes
pacientes foi incubado com NAC nas concentracdes de 1 e 2,5 mM, por 6
horas a 37°C, e ap0s o dano ao DNA foi avaliado pelo ensaio cometa. NOs
observamos que as duas concentracfes de NAC foram habeis em reduzir o
dano ao DNA em pacientes sintomaticos, igualando a niveis de controle.

A NAC é um agente com propriedades antioxidantes, uma vez que
estimula a sintese da GSH, a qual fornece a principal defesa celular contra o
dano oxidativo, e também possui habilidade para sequestrar espécies reativas.
Além disso, trabalhos hipotetizam que este composto possui potenciais
capacidades neuroprotetoras (Ferrari et al.,, 1995; Harvey et al., 2008;
Henderson et al., 1996). Muitas décadas de estudos de toxicidade

estabeleceram que a administracdo da NAC € segura, mesmo em usos a

80



longo-prazo (Walson e Groth, 1993). Neste contexto, Tolar e col. (2007)
mostraram que NAC, quando administrada antes e ap0s o transplante de
medula éssea, foi capaz de estabilizar os estados neurolégicos e achados
radiograficos cerebrais de trés meninos com a forma cerebral da X-ALD em
estagio avancado. Eles concluiram que a NAC merece maior investigacdo
como estratégia terapéutica para pacientes com o fenotipo avancado, pois tem
potencial de mudar a condicdo de doenca letal para uma condi¢cdo que pode
ser corrigida através do transplante de medula 6ssea. Administrada oralmente,
a NAC é rapidamente absorvida e a cisteina atinge o pico plasméatico dentro de
120 minutos (Borgstrom et al., 1986; Borgstrom e Kageda, 1990; Olsson et al.,
1988). A NAC atravessa a BHE (Farr et al.,, 2003) e, no cérebro, a cisteina
pode ser usada como precursora da GSH. Estudos em modelos animais tém
verificado que a administracdo sisttmica da NAC protege o cérebro contra a
deplecédo da GSH (Aydin et al., 2002; Ercal et al., 1996; Fu et al., 2006; Kamboj
et al., 2006).

Existem diversos estudos reportando os efeitos antimutagénicos,
anticlastogénicos e anticarcinogénicos da NAC ap0s varios tipos de exposicao
a produtos quimicos em diferentes sistemas experimentais (De Flora et al.,
1995; van Zandwijk et al., 1995; Waters et al., 1996). Abt e col. (1997)
verificaram que a NAC pareceu ter um papel como agente radioprotetor contra
0 dano ao DNA induzido por raio-X em linfécitos humanos. Adicionalmente,
experimentos demonstraram um efeito protetor da NAC contra efeitos danosos
da radiacdo UV-B sobre o DNA epidérmico (Van den Broeke and Beijersbergen
van Henegouwen, 1994) e contra o dano ao DNA induzido pela radiacdo

ionizante (raio-y) em células de levedura (Reliene et al., 2009).
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No que concerne a modelos in vitro para X-ALD, ja foi reportado que um
pré-tratamento com arginina e NAC inibiu ndo somente a producdo de nitrito,
mas também a producdo de superdxido, em células gliais enriquecidas com
C26:0 (Di Biase et al., 2005). No mesmo contexto, Lopez-Erauskin et al (2012)
forneceram evidéncias que o estresse oxidativo levou ao dano mitocondrial,
através da dissipacao do potencial da membrana interna mitocondrial e morte
celular necrética, juntamente com modificagbes oxidativas na proteina
ciclofiina D em fibroblastos de pacientes X-ALD. Dentre as proteinas
constituintes dos poros de transicdo de permeabilidade, a ciclofilina D € a mais
estudada e se encontra aumentada em situacdes patolégicas. O tratamento in
vitro com a NAC restaurou os marcadores de dano mitocondrial encontrados
nos fibroblastos dos pacientes X-ALD, incluindo as modifica¢cdes oxidativas na
ciclofilina D.

Além disso, trolox, NAC ou acido lipéico, individualmente, normalizaram,
in vitro, a geracdo de EROs dependente de C26:0, e, em conjunto e em baixas
doses, apresentaram um efeito sinérgico em prevenir a acumulacdo de EROs,
e em reverter 0 estresse oxidativo, a falha energética, a degeneracdo axonal e
0 prejuizo locomotor em ratos nocaute para ABCD1 (Lopez-Erauskin et al.
2011). Galino e col. (2011), utilizando também um modelo animal nocaute
verificaram que a NAC e o &acido lipdico tiveram a capacidade de prevenir a
oxidacdo proteica, preservar os niveis de NADH, NADPH, ATP e GSH e
normalizar a atividade da enzima piruvato quinase.

Resultados demonstrando que a terapia antioxidante melhora ou previne
a degeneracao axonal, levaram a um ensaio clinico de fase Il com um coquetel

de antioxidantes (NCT01495260) em pacientes AMN (Galea et al.,, 2012,
82



Fourcade et al., 2014). A eficacia deste teste clinico ser4 monitorada por uma
avaliacdo longitudinal de lesdes oxidativas em células sanguineas e de
sintomas clinicos (Galea et al., 2012).

TRO é um conhecido anélogo hidrossolivel do alfa-tocoferol (Halliwell e
Gutteridge, 2007), o qual age em lipidios peroxil dentro das membranas,
reduzindo-os a hidroperoxidos e entdo, inibindo a propagacao da peroxidacao
lipidica. O alfa-tocoferol interrompe a reacdo em cadeia, pois sofre auto-
oxidagcdo, convertendo-se em um radical durante o processo. Sua forma
oxidada pode ser reciclada a forma reduzida pelo ascorbato ou ubiquinona
(coenzima Q) (Sies e Stahl, 1995; Wang e Quinn, 1999). Dados na literatura
demonstram que o TRO apresentou efeito protetor contra o dano ao DNA
induzido por H,O, em um ensaio cometa modificado, realizado em células
bucais (Szeto et al., 2005). Ja foi reportado, também, que a vitamina E exerceu
uma acao protetora contra o dano ao DNA induzido por bleomicina
(medicamento antineoplasico) em ceélulas humanas da mucosa colonica
(Wozniak et al., 2004), e induzido por ciprofloxacina (antibiético quinolona) em
cultura priméria de astrécitos de ratos (Girbay et al., 2006).

Trabalhos vém sugerindo que o C26:0 exerce efeitos toxicos em cultura
de células, principalmente por aumentar a microviscosidade das membranas
com consequente prejuizo funcional nas células adrenocorticais (Whitcomb et
al., 1988). Um estudo in vitro utilizando fibroblastos humanos cultivados
enriquecidos com altas doses de C26:0 e TRO demonstrou que este
antioxidante preveniu a inducdo da enzima SOD frente ao tratamento com
C26:0. Adicionalmente, em fibroblastos de pacientes X-ALD, TRO foi capaz de

corrigir proteinas carboniladas, diminuindo os niveis de SAAA e SAG e reverter
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a glicoxidacdo e peroxidacdo lipidica, reduzindo o CML, CEL e MDAL
(Fourcade et al., 2008).

Considerando o mecanismo de acdo do TRO, nGés hipotetizamos que ele
poderia ser capaz de reduzir o dano ao DNA em pacientes X-ALD sintomaticos.
Para este propésito, o sangue total destes pacientes foi incubado com duas
concentracbes de TRO (25 e 75 puM) apds, realizou-se o ensaio cometa.
Nossos resultados mostraram que as duas concentragcdes do composto foram
h&beis em reduzir o dano ao DNA dos pacientes sintomaticos, equiparando a
niveis de controle.

A RSV é uma das estatinas mais potentes disponiveis no mercado e é
comprovadamente capaz de reduzir os niveis circulantes de lipopoteinas de
baixa densidade (Luvai et al., 2012). Neste trabalho, o ensaio cometa in vitro
também foi realizado com RSV em trés concentracdes (0.5, 2 e 5 uM), e assim
como observamos para NAC e TRO, todas as concentracfes de RSV foram
capazes de reduzir, a niveis de controle, o dano ao DNA apresentado pelos
pacientes sintomaticos.

Corroborando com nossos achados, um estudo in vitro utilizando cultura
de células HL-60 (células humanas da linhagem promielocitica) verificou,
através do ensaio cometa, que a RSV reduziu o dano ao DNA induzido por
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e por H,0,, e também preveniu a
formacdo de EROs provocada pelo PMA. Ainda neste estudo, foi observado
gue o conteudo total de GSH aumentou significativamente em células
incubadas com RSV, assim como foi verificado um aumento da expressao
génica de enzimas relacionadas a sintese da GSH, através da quantificacdo do

MRNA de glutamilcisteina sintetase, glutationa sintetase, GPx e glutationa

84



redutase. Dessa forma, os autores concluiram que a RSV possui efeitos
antioxidantes, habilidades para prevenir o dano ao DNA e o mecanismo pelo
qgual ela exerce estas acdes parece estar relacionado a indugcédo de expressao
de enzimas de defesa antioxidante (Schupp et al., 2008).

Ainda neste contexto, Ajith e col. (2008) demonstraram que a RSV de
forma dose-dependente, mostrou-se protetora frente a peroxidacdo lipidica
induzida pela reacdo de Fenton, em figado e cérebro de ratos. Sua atividade
antiperoxidativa poderia ser devida, provavelmente, a capacidade de sequestro
de radicais peroxil. Considerando que o H,O, causa dano ao DNA, Ajith e col.
(2008) observaram, também, que a RSV foi capaz de proteger o DNA
plasmidial pBR322 contra os efeitos nocivos do H,O, e proteger, parcialmente,
a fragmentacédo do DNA hepatico induzido pela reacdo de Fenton. Os autores
sugerem que, devido as atividades pleiotropicas desta estatina, ela pode ser
amplamente utilizada na clinica para amenizar o estresse oxidativo induzido em
doencas humanas.

Adicionalmente, pesquisas vém demonstrando os efeitos antitromboticos
e anti-inflamatoérios da RSV (Athyros et al., 2009; Blum e Shamburek, 2009)
assim como sua efetiva capacidade de reduzir os niveis de MDA e 8-
hidroxideoxiguanosina urinaria, em pacientes com nefropatia diabética (Abe et
al., 2011). Gomez-Garcia et al (2007) mostraram os efeitos anti-inflamatorios
da RSV através da diminuicdo dos marcadores pro-inflamatoérios, IL6 e TNFa.
Também ja foi visto que a RSV atenua o estresse oxidativo pela supressao da
enzima NADPH oxidase e aumento da expressdo da SOD (Verreth et al.,

2007). Resch et al (2006) verificaram que a RSV diminuiu os niveis alterados
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de biomarcadores de estresse oxidativo acompanhados da reducdo do
colesterol.

A eNOS é uma enzima capaz de manter o equilibrio redox entre as
espécies reativas de nitrogénio e as de oxigénio. Piconi et al (2008) verificaram
gue a RSV foi capaz de restaurar a eNOS, assim como aumentar a producao
de NO' e diminuir a producdo de O, . Outras estatinas (lovastatina e
sinvastatina) ja foram testadas como drogas terapéuticas capazes de
normalizar os niveis de VLCFA no plasma e fibroblastos de pele de pacientes
X-ALD (Singh et al., 1998; Pai et al., 2000). Postulou-se, portanto, que as
estatinas sdo uma estratégia terapéutica promissora no tratamento da X-ALD,
nao s6 por diminuir os niveis de VLCFA, mas também por inibir o processo
neuroinflamatorio nestes pacientes (Khan et al., 2008).

Lipidios sdo componentes essenciais das membranas que mantém a
estrutura e o controle das funcbes celulares. Eles sdo alvos primarios do
ataque de EROs, e a sua oxidac&do esta associada a humerosas patologias. A
peroxidacdo lipidica é um processo complexo, que se da através de uma
reacdo em cadeia, e compreende trés distintos mecanismos: oxidacao mediada
por radical livre, oxidacdo ndo-enzimatica e oxidacdo enzimatica (Niki et al.,
2005; Shichiri, 2014). O primeiro mecanismo pode ser dividido em reacdes de
iniciacdo, onde um RL é formado a partir de um composto estavel nao-
radicalar; reacbes de propagacdo, onde um RL reage com uma molécula
estavel, formando um outro RL e reacdes de terminacdo, onde dois RLs
reagem entre si e formam um produto estavel (Halliwell e Gutteridge, 2007). A
oxidacdo lipidica por mecanismos ndo-enzimaticos pode ser acompanhada

pelo oxigénio singlet e 0 0zoénio. O terceiro mecanismo de oxidacado, a oxidacao
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enzimatica, € ilustrada pela acdo das enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase,
as quais podem oxidar o acido araquidénico (Shichiri, 2014). A peroxidacao
lipidica € um processo que leva a modificagdes nas estruturas das membranas,
como alteracbes de permeabilidade, fluidez, integridade, podendo causar
danos em lipoproteinas, proteinas e o DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Muitos estudos anteriores jA descreveram o0 envolvimento da
peroxidacgao lipidica em X-ALD (Deon et al., 2007; Deon et al., 2008b; Vargas
et al., 2004). Isoprostanos sao produtos derivados da peroxidacdo nao
enzimatica do acido araquidénico e sédo considerados biomarcadores confiaveis
de estresse oxidativo nos seres humanos (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Nossos resultados mostraram uma correlagéo positiva entre 0 dano ao DNA e
0s niveis de isoprostanos urinarios nos pacientes sintomaticos, indicando que o
dano ao DNA, provavelmente, possa estar sendo causado pela peroxidacao
lipidica, nestes pacientes. Estes achados estdo de acordo com a literatura, pois
se sabe que o MDA, outro parametro de peroxidacao lipidica, pode atacar o
DNA e formar adutos de deoxiguanosina e deoxiadenina (Marnett, 1999).

No que concerne aos mecanismos pelos quais NAC, TRO e RSV
reduzem o dano ao DNA nos pacientes X-ALD sintomaticos, € possivel assumir
gue NAC, TRO e RSV (trés compostos com propriedades antioxidantes bem
estabelecidas) podem diminuir o dano ao DNA pela reducdo das espécies
reativas formadas. Trabalhos anteriores realizados por nosso grupo e por
outros nos permitem reforcar esta hipétese, uma vez que ja foi verificado dano
oxidativo a lipidios e proteinas pelo ataque de radicais livres, em pacientes X-
ALD (Deon et al., 2007; Deon et al., 2008b; Petrillo et al., 2013; Vargas et al.,

2004).
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Este trabalho também avaliou os niveis plasmaticos de sulfidrila e
conteudo de glutationa em eritrocitos de pacientes portadores de X-ALD
(formas clinicas: HTZ, cALD e Addison-only), 0s quais encontravam-se
significativamente diminuidos quando comparados ao grupo controle. Cabe
salientar que entre as formas clinicas estudadas n&o houve diferenca
significativa no que se refere a GSH e sulfidrila. Ainda, investigou-se o efeito in
vitro da NAC sobre estes parametros de estresse oxidativo. Considerando que
no ensaio cometa in vitro com NAC nao foi observado um efeito dose-
dependente utilizando as concentragbes de 1 e 2,5 mM do composto, para o
ensaio da GSH e sulfidrila buscou-se avaliar o efeito de uma concentracéo
maior da NAC (5 mM). Pela primeira vez na literatura, n0s observamos um
efeito protetor in vitro de 5 mM de NAC em aumentar os niveis de GSH e
sulfidrila dos pacientes X-ALD a niveis de controles saudaveis. Estudos
prévios ja reportaram diminuicdo dos grupos sulfidrila e do conteido de GSH
em pacientes X-ALD (Petrillo et al., 2013; Rockenbach et al., 2014), assim
como niveis diminuidos de GSH na medula espinhal de ratos nocaute para
ABCD1 (Galino et al., 2011).

A GSH é um tripeptideo que contém cisteina e € a principal defesa
celular contra o dano oxidativo. O equilibrio redox é assegurado pelas
proporcdes entre suas formas reduzida e oxidada, portanto, uma diminui¢do da
GSH ou um aumento da GSSG reflete uma perturbacdo oxidativa no ambiente
celular (Schafer et al., 2001). Os efeitos antioxidantes de GSH dependem da
presenca do grupo sulfidrila livre como uma fonte de equivalentes redutores
para extinguir os radicais livres. A GSH também atua como sequestradora de

espécies reativas (Halliwell e Gutteridge, 2007). O passo limitante da sintese
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de GSH envolve a conjugacao de cisteina com L-glutamato, enquanto que a L-
glicina € adicionada num passo subsequente, pela GSH sintase (McPherson e
Hardy, 2012). A deplegcdo da GSH ocorre em uma ampla variedade de
distarbios neuropsiquiatricos, incluindo doenca de Alzheimer, de Parkinson, e
em alguns EIM, como fenilcetonuria e adrenoleucodistrofia ligada ao X
(Johnson et al., 2012; Petrillo et al., 2013; Sitta et al., 2009c).

A NAC atravessa a BHE e, no cérebro, a cisteina pode ser usada como
precursora da GSH (Farr et al., 2003). Em um ensaio clinico com pacientes
portadores de Gaucher e de Parkinson, a NAC foi capaz de aumentar a relacéo
GSH/GSSG e a concentragdo de GSH no cérebro (Holmay et al., 2013).
Rushworth e colaboradores (2014) sugeriram que a NAC poderia ser util como
uma terapia antioxidante nao so6 pela sua capacidade de regenerar a GSH, mas
também porque a cisteina derivada da NAC poderia provocar um aumento na
liberacdo de glutamato dos astrocitos, culminando na ativacdo de receptores
neuronais de glutamato.

Estudos em modelos animais tém verificado que a administracdo
sistémica da NAC protege o cérebro contra a deplecdo da GSH (Aydin et al.,
2002; Ercal et al., 1996; Fu et al., 2006; Kamboj et al., 2006). Terrill et al. (2012)
verificaram, em um modelo animal da distrofia muscular de Duchenne, que o
tratamento com NAC reduziu significativamente a oxidacdo de GSH e tibis
proteicos, e aumentou o teor de tidis das proteinas musculares.

Aproximadamente dois tercos dos grupos sulfidrilas estdo ligados as
proteinas, enquanto que um terco € composto de pequenas moléculas como a
GSH (Requejo et al., 2010). Uma vez ligado a proteina, os grupos sulfidrila

podem ser reversivelmente oxidados por espécies reativas e, por isso, tem sido
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sugerido que estes grupos representem um pool antioxidante com potencial
redox ativo na defesa celular contra o estresse oxidativo. Entdo, a redugéo no
conteudo de sulfidrilas em pacientes portadores de X-ALD pode refletir
oxidacao de proteinas, ou diminui¢cdo das defesas antioxidantes.

No que concerne aos mecanismos pelos quais a NAC aumenta o
conteudo de GSH e de grupamentos sulfidrila, € possivel assumir que sua agao
antioxidante é, provavelmente, devido a estimulagdo de enzimas relacionadas
a sintese de GSH ou devido também a mecanismos nao-enzimaticos
relacionados ao sequestro de espécies reativas. Estas ultimas poderiam alterar
o0 status redox celular e levar a inativagéo protéica.

Em suma, nossos resultados mostram, pela primeira vez na literatura,
gue os pacientes X-ALD sintomaticos possuem dano ao DNA; este dano
parece ter origem, provavelmente, oxidativa e pode ter sido causado por
peroxidacdo lipidica. Além disso, NAC, TRO e RSV exerceram acdes
protetoras in vitro, reduzindo o dano ao DNA destes pacientes a niveis de
controle. Nossos dados demonstram também a capacidade da NAC em
aumentar os niveis de GSH e sulfidrila em pacientes X-ALD,
independentemente do fendtipo. Estes resultados sdo de grande relevancia em
um tratamento adjuvante para X-ALD, visto que ainda ndo ha nenhuma terapia
satisfatoria para este erro inato do metabolismo. Nao obstante, os resultados in
vitro e in vivo do presente trabalho devem ser interpretados com cautela e mais

experimentos sao necessarios para elucidar este tema.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos nesta dissertagdo de mestrado, foi

possivel concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

As mulheres heterozigotas para X-ALD ndo apresentam dano ao
DNA em leucécitos;

Os pacientes X-ALD sintométicos apresentam dano ao DNA em
leucdcitos;

A incubacéo in vitro com NAC (1 e 2,5 mM) foi capaz de reverter, a
niveis de controle, o dano ao DNA em leucdcitos de pacientes
sintomaticos;

A incubacéo in vitro com TRO (25 e 75 uM) foi capaz de reverter, a
niveis de controle, o dano ao DNA em leucdcitos de pacientes
sintomaticos;

A incubacéo in vitro com RSV (0,5; 2 e 5 uM) foi capaz de reverter, a
niveis de controle, o dano ao DNA apresentado pelos pacientes
sintomaticos;

Ha correlacdo significativa positiva entre o dano ao DNA em
leucocitos e o nivel de isoprostanos urinarios em pacientes
sintomaticos, indicando que a origem deste dano €, provavelmente,
oxidativa;

Os pacientes X-ALD (independentemente do fendtipo) possuem

niveis diminuidos de GSH e sulfidrila;
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8) A incubacéo in vitro com NAC (5 mM) foi capaz de aumentar os
niveis de GSH em eritrocitos e sulfidrila plasmética nos pacientes X-

ALD (independentemente do fendtipo).

Portanto, o presente trabalho permite concluir que ha dano ao DNA,
diminuicdo de GSH e de grupamentos sulfidrila em pacientes X-ALD, que os
antioxidantes NAC, TRO e RSV possuem capacidade, in vitro, para reverter o
dano ao DNA, e que a NAC, in vitro, também tem a capacidade de aumentar o0s

niveis de GSH e sulfidrila nestes pacientes.

92



6. PERSPECTIVAS

Analisar o dano ao DNA entre os diferentes fenétipos sintoméaticos e
assintomaticos para X-ALD;

Confirmar a origem oxidativa do dano, utilizando enzimas de reparo
especificas de lesdo e analisando o0s niveis de 8-hidroxi-
2’deoxiguanosina (padrao ouro) em sangue e urina dos pacientes;
Determinar a presenca de micronucleos na mucosa oral dos pacientes, o
gual é um teste é muito sensivel para medir o dano citogenético;

Avaliar o reparo celular através da inducdo de dano ao DNA com
peroxido de hidrogénio;

Verificar se outros antioxidantes, como por exemplo, Acido Lipdico e
Vitamina C, sédo capazes de reduzir o dano ao DNA nos pacientes;
Testar o efeito in vivo dos antioxidantes em modelo animal,

Testar o efeito in vivo da administracdo oral de antioxidantes em
pacientes com diferentes fenétipos para X-ALD;

Testar o efeito in vitro dos antioxidantes em celulas gliais enriquecidas

com C26:0.
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8. ANEXOS

8.1 Cartade aprovacido do Comité de Etica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAD

COMISSAO CIENTIFICA

A Comissao Cienifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre anaksou o prajetn:

Projeto: 130247
Data da Vers&o do Prajeto;

Pesquisadores:
DESIAEE FADILHA MAACHETTI

LALIFA BANSACH JAFDT

IARIOIN DECN

ANDRE ARLIOSE D SiLva,

BRURE DOMIDN

CAAMEN AEGLA VARLAS

GILWK BATISTA BALBUEND GUERALIES

Titulo:  Efeito in vitro de antinxidantes sobre o dano ao DNA em ciantes porladores de
adrencleucodistrofia lgada ao X - °

Esta projeto foi APROVADOD em seus aspecios éficos, matadeldgicas, loglsticos
ger realizado no Hoapital de Clinicas de Porto Alagra. 19 ® francees pass
Esta aprovaciio estd baseada nos pareceres dos respectivas Comitds de Etica & o Servigo de Gestio

i Pesquiza.

- Ds pesgusadores vinculados ao projeo ndo _
di Seus projatos. et particparam de qualquer elapa do procasss de avaligio

- O pesguisador deverd apresentar relatdrios semestrals de .
de Pesquisa e Pés-Graduagho (BPPG) arormpanhaments @ relasinio fingl 89 Grepo

Pono Alegre, 28 de owtubro de 2013,

fﬂl"ﬁ. Eﬁ Fﬂi; Pasana

Cooderiidor GRRG/HCPA




8.2 Ficha de dados dos pacientes

Nome completo do Paciente:

Data de Nascimento: / / (DD/MM/AAAA)

Sexo: ( )masc. ( )fem ( )obs.

Nome do médico solicitante:

Nome de outro médico ou pessoa para contato:

Servigo de origem:

Data da solicitagao: / / (DD/MM/AAAA)
Amostras Enviadas: () urina
() plasma

() sangue heparinizado
() sangue em papel filtro

() outra (descrever)

Exames Solicitados:

Motivo principal da solicitacao:

Resumo da histéria clinica:

Sinais e sintomas selecionados:

hepatomegalia ( ) néo ( )sim
retardo de crescimento () ndo ( )sim
retardo neuropsicomotor ( ) nao ( )sim
deficit cognitivo ( ) néo ( )sim
regressao neuroldgica ( ) nao ( )sim
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vOomitos ( ) néo ( )sim
dificuldade alimentacdo ( ) n&o ( )sim
failure to thrive ( ) néo ( )sim
dismorfias ( )nao ( )sim
convulsdes ( )nao ( )sim
hipotonia ( ) néo ( )sim
coma ( )nao ( )sim
macrocefalia ( )nao ( )sim
Insuficiéncia adrenal ( )nao ( )sim
Outro: ( )nao ( )sim

Principais resultados de exames relevantes anteriores:

Dados laboratoriais selecionados:

hiperamoniemia ( )nao ( )sim:
hipoglicemia ( )néo ( )sim:
acidose metabolica ( )néo ( )sim
cetondria ( ) néo ( )sim
acidemia latica ( )néo ( )sim

Neuroimagem :

tomografia computadorizada ( ) néo (
() normal () anormal
ressonancia magnética ( )néo (
() normal () anormal
Medicamentos em uso: ( )néo (
Dieta especial? ( )néo (
Consangtinidade entre os pais: ( ) néo (
Outros casos na familia? ( ) nédo (

Hipoteses diagnosticas:

Alguma informacéo relevante adicional?

) sim

) sim

) sim:

) sim:

) sim

) sim
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8.3 Fichade dados de individuos controle

Data da coleta:

Nome completo:

Data de nascimento: / / (DD/MM/AAAA)
ldade:
Sexo: ( ) masc. () fem.

Motivo da solicitacdo do exame:

Apresenta doencas ja diagnosticadas?

diabete melito ()ndo ( )sim
hipotireoidismo ()ndo ()sim
hipertireoidismo ()ndo ( )sim

hipertenséo arterial sistémica (HAS) ( )nao ( )sim

acidente vascular cerebral (AVC) ()ndo ()sim

cardiopatia isquémica ()ndo ()sim
insuficiéncia cardiaca ()ndo ()sim
insuficiéncia hepatica ()ndo ()sim
insuficiéncia renal ( )ndo ()sim
insuficiéncia adrenal ()ndo ()sim
outras:

8. Esta usando medicamento? ( )ndo () sim:

9. Doencas na familia biolégica:
dislipidemia ()ndo ()sim
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hipertenséo arterial sistémica (HAS) ( )nao ( )sim

cardiopatia isquémica ()ndo ( )sim
acidente vascular cerebral (AVC) ()ndo ( )sim
diabete melito ()nao ( )sim

outra doenca cronica:

10. Fuma? () nao ()sim
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8.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: pacientes com
Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X

Vocé, portador de Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X, esta
sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Efeito in vitro
de antioxidantes sobre o dano ao DNA em pacientes portadores de
Adrenoleucodistrofia ligada ao X”. Este projeto tem por objetivo verificar o efeito
de diferentes antioxidantes (N-acetil-L-cisteina, rosuvastatina e Vitamina E)
sobre 0 dano ao DNA, através do Ensaio Cometa em sangue total e deteccdo
de 8-oxoguanosina em plasma. Também serdo realizadas analises de
marcadores de estresse oxidativo em urina. E importante salientar que todos os
ensaios serao realizados in vitro.

Os dados necessarios para a realizacao do projeto seréo obtidos atraves
de entrevistas realizadas com vocé (portador de X-ALD) e/ou seus
responsaveis legais, das consultas médicas no Ambulatorio do Servico de
Genética Médica/HCPA e das coletas de sangue periférico e urina, solicitadas
rotineiramente pelo seu médico para a realizacdo dos testes para o0 seu
acompanhamento clinico. Caso sejam necessarios dados adicionais, estes
serdo obtidos no seu prontuario do Hospital. E muito importante que vocé saiba
gue os dados (entrevista, dados clinicos, coleta de sangue e urina) obtidos com
sua doacédo sdo de relevante importancia cientifica para o estabelecimento de
novos tratamentos para X-ALD, bem como para um melhor entendimento desta
doenca.

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de material biolégico para
o estudo sdo semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue para exames
laboratoriais de rotina. O material coletado serd utilizado Unica e
exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das
informacdes obtidas e que o individuo, ou seja, Vocé tera acesso as mesmas.
Cabe salientar que a sua participacdo no estudo é totalmente voluntaria, e que
a sua desisténcia nao trara implicacdes ao seu atendimento clinico no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. E importante ressaltar também, que vocé n&o
recebera nenhum tipo pagamento pela participacdo no estudo e que todas as

despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais serdo cobertas por
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verbas do proprio projeto de pesquisa, portanto, serdo completamente gratuitas
para voceé.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla
Vargas e a mestranda Desiree Padilha Marchetti) estardo a disposi¢ao para o
esclarecimento de qualquer davida durante todo o andamento da pesquisa, no
servico de Genética Médica do HCPA localizado no 3° andar, Fone: (51
)3359.8011. Ainda, para maiores informagdes, vocé pode contatar o Comité de
Etica em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 33597640, das 8h as
17h.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas
sera entregue a vocé, participante da pesquisa, e a outra sera mantida com o
NOSSO grupo de pesquisa.

Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado
sobre o projeto de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de nao

participar do estudo e tive minhas duvidas esclarecidas.

Data:
Nome do individuo e assinatura:
Nome do responsavel legal e assinatura:

Nome do pesquisador e assinatura:
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8.5 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: individuos
controle

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa
intitulado “Efeito in vitro de antioxidantes sobre o dano ao DNA em pacientes
portadores de Adrenoleucodistrofia ligada ao X”. Este projeto tem por objetivo
verificar o efeito de diferentes antioxidantes (N-acetil-L-cisteina, rosuvastatina e
Vitamina E) sobre o dano ao DNA, através do Ensaio Cometa em sangue total
e deteccdo de 8-oxoguanosina em plasma. Também serdo realizadas analises
de marcadores de estresse oxidativo em urina. E importante salientar que
todos os ensaios serdo realizados in vitro. Para que este estudo seja realizado,
€ necessaria uma comparagao entre um grupo de pacientes que apresentam a
doenca com um grupo de pacientes que nao apresentam. Vocé, portanto, esta
sendo convidado a participar deste estudo como controle, ou seja, como nao
portador de Adrenoleucodistrofia Ligada ao X.

Para participar, vocé fara exames de sangue e urina, 0S quais serao
coletados juntamente com o0s que serdo utilizadas para os testes de
acompanhamento, solicitados rotineiramente pelo seu médico. Os riscos e
desconfortos causados pela coleta de material biolégico para o estudo séo
semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de
rotina. A sua participacdo neste estudo nao trara beneficio direto a vocé,
porém, os dados advindos com a sua doacdo sdo de importancia cientifica
relevante para o estabelecimento de novos tratamentos para esta doenca, bem
como para o melhor entendimento desta patologia. O material coletado sera
Unica e exclusivamente utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo
reservado a vocé acesso as mesmas.

As informacdes individuais levantadas pela pesquisa sdo confidenciais.
Os resultados obtidos serdo agrupados e expressos através de resultados
numéricos, sem qualquer referéncia a elementos que possam identificar as
pessoas que participaram do estudo.

Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais
serdo cobertas por verbas do proprio Projeto de Pesquisa, portanto,

completamente gratuitas para voceé.
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Caso vocé queira retirar-se em definitivo da pesquisa, teré total liberdade
para fazé-lo, sem que isso prejudique a futuros atendimentos no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. O seu material (sangue ou urina) coletado sera
destruido e os seus dados excluidos do nosso banco de dados.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen
Regla Vargas e a mestranda Desiree Padilha Marchetti) estardo a disposicdo
para o esclarecimento de qualquer davida durante todo o andamento da
pesquisa, no servico de Genética Médica do HCPA localizado no 3° andar,
Fone: (51 )3359.8011. Ainda, para maiores informacdes, vocé pode contatar o
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 33597640,
das 8h as 17h.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas
sera entregue a vOCé, participante da pesquisa, e a outra sera mantida com o
NOSSO grupo de pesquisa.

Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado
sobre o projeto de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de n&o

participar do estudo e tive minhas duvidas esclarecidas.

Data:
Nome do individuo e assinatura:
Nome do responsavel legal e assinatura:

Nome do pesquisador e assinatura:
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