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APRESENTAÇÃO 

Esta Tese está organizada em seções dispostas da seguinte maneira: Introdução, 

Objetivos, Capítulos (I, TI e JTJ- referentes a artigos científicos), Discussào, Conclusões, 

Perspectivas, Bibliografias. 

A seção Introduçüo, apresenta o embasamento teórico que levou a formular as 

propostas da Tese, as quais estão na seção Objetivos. 

A seção Capítulos contém os artigos científicos aceitos para publicação ou 

submetidos, os quais estão apresentados de acordo com os objetivos específicos. Esta seção 

também apresenta os materiais, os métodos e as referências bibliográficas específicas de 

cada artigo c está dividida em Capítulos I, li e Ill. 

A seção Discussão contém uma interpretação dos resultados obtidos nos diferentes 

artigos científicos. A seção Conclusões aborda as conclusões gerais obtidas na Tese. A 

seção Perspectivas apresenta as possibilidades de desenvolvimento de projetos futuros a 

partir dos resultados obtidos, dando continuidade a esta linha de pesquisa. 

A seção Bibliografia lista as referências citadas na Introdução e Discussão da Tese. 

E por fim, a seção Anexos apresenta a carta de aprovação e submissões dos artigos 

científicos elaborados nesta Tese e apresentações na seção Capítulos. 
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RESUMO 

A doença de Nicmann - Pick tipo C (DNPC) é uma desordem genética lisossomal 
neurodegenerativa causada pelo acúmulo de lipídios, principalmente colesterol, 
esfingomielina e glicoesfingolipídios no espaço perinuclear. U18666A é um agente inihidor 
no transporte de colesterol, que vem sendo utilizado em diversos modelos tanto in vivo 
quanto in vitro para mimificar DNPC, principalmente em fihrohlastos. Diversas doenças 
ncurodcgcncrativas estão associadas ao estresse oxidativo c acredita-se que radicais livres, 
produtos de lipoperoxidação e alterações na fluidez da membrana possam inibir a enzima 
Na+, K+-A TPase, levando a célula a um "déficit" energético. A deficiência de algumas 
proteínas como a GF AP parecem tornar os astrócitos menos eficientes em lidar com estados 
de injúrias no SNC, além de algumas pesquisas mostrarem um decréscimo na fosforilação 
de vimentina em fihrohlastos humanos com NPC. MK-801 é um receptor não competitivo 
de NMDA (N-mctil D-aspartato), sendo considerado um ncurotransmissor primário do 
cérebro. O objetivo desse estudo foi observar os efeitos da droga U 18666A, que causam o 
acúmulo de colesterol no citoplasma de astrôcitos de ratos jovens e a partir daí verificar a 
atividade de algumas hidrolascs lisossomais, parâmetros do estresse oxidativo, 
metabolismo energético e a hipelfosforilação de filamentos intermediários (GFAP e 
vimcntina) em astrócitos de ratos jovens. Através da coloração de Filippin c microscopia de 
fluorescência e através da utilização do CellM software, foi feita a visualização e 
quantificação do colesteroL A melhor dose de U18666A que permitiu o acúmulo de 
colesterol foi de 0,25 j..tg/mL em um período de incubação de 48 horas. Astrócitos de ratos 
incubados com a droga (DNPC) mostraram um significativo aumento de colesterol em 
relação aquelas culturas sem a droga. A medida da atividade da csfingomielinasc c enzimas 
beta-glicosidase em astrócitos de ratos com NPC foi significativamente menor do que 
astrócitos controle, o que é consistente com a atividade da DNPC humana. Verificando as 
alterações sofridas em nível de enzimas antioxidantcs c estresse oxidativo observamos que 
U 18666A leva a um aumento nos gmpos TBARS e Carbonil, porém a uma diminuição nos 
grupos tióis medidos por ensaios sulfidril. Além disso, ocorre um decréscimo na atividade 
de CAT e SOD e aumenta a produção de NO, ao analisarmos a atividade de Na+, K+ 
A TPase verifica-se um efeito inibitório na atividade dessa enzima. Os presentes resultados 
mostram que o acúmulo de colesterol nas culturas de células, induz o estresse oxidativo, o 
que indica que é potencialmente tóxico e confirma os resultados observados em outras 
doenças neurodegenerativas. Por fim, ao utilizarmos 4 grupos diferentes, fazendo uso ou 
não da droga c do MK-801 verificou-se que com o acúmulo de colesterol nas células ocorre 
uma hiperfosforilação dos Filamentos Intermediários, tanto de GFAP quanto de vimentina, 
porém o MK-801, sendo um antagonista de NMDA e agindo sobre os receptores de 
glutamato demonstram inibirem a cxcitotoxicidadc provocada pelo Ul8666A. Além dos 
parâmetros que foram testados em nosso trabalho, como extresse oxidativo, enzimas 
antioxidantcs c metabolismo energético, fazendo uso da droga para minriticar NPC, outros 
parâmetros bioquímicas das células, os quais ainda não foram testados em nossos estudos, 
podem ser testados com este modelo animal, contribuindo assim para uma melhor 
compreensão da doença. Podemos fazer uso ainda de substâncias que diminuam a 
excitotocicidade causada pelo aumento do colesterol, observados na NPC, a exemplo do 
antagonista do receptor NMDA, MK-801, podendo se tomar ferramentas viáveis para 
auxiliar no tratamento de doenças ncurodcgcncrativas relacionadas a cxcitotocicidadc 
glutamatérgica. 
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ABSTRACT 

The Niemann - Pick type C (NPC) is a disorder genetic neurodegenerative caused 
by lysosomal accumulation of lipids, cspccially cholcstcrol, sphingomyclin and 
glycosphingolipids in the perinuclear space. U 18666A is an inhibitory agent in choiesteroi 
transport, which has heen used in several models hoth in vivo and in vitro to mimificar 
NPC, cspccially in fibroblasts. Various ncurodcgencrativc discases are associatcd with 
oxidative stress and it is believed that the free radicais, lipid peroxidation products and 
changes in membrane fluidity may inhibit the enzyme Na+, K + -ATPase, causing the cell 
suftcring a dcficit of cncrgy. Thc dcficiency of ccrtain protcins as GFAP sccm to makc 
astrocytes iess efficient in dealing with states of injury in the CNS, and some research 
shows a decrease in phosphorylation of vimentin in human fibroblasts with NPC. MK-801 
is a noncompctitive NMDA receptor, bcing considercd a primary ncurotransmitter. Thc 
ohjective of this study was to observe the effects of U 18666A drug, eausing the 
accumulation of cholcstcrol in thc eytoplasm of young rat astrocytcs and thus verify thc 
activity of some lysosomai hydroiases, oxidative stress parameters, energy metabolism and 
hyperphosphorylation of intermediate filaments (vimentin and GFAP) in astrocytes of 
young rat. Through Filippin staining and fluorescence microscopy and by using the 
software Cel!M was made visualization and quantitation of cholesterol. The hest dose 
U18666A which allowed thc aceumulation of cholcstcrol was 0.25 mg I mL in a 48 hour 
period of incubation. Rat astrocytes (NPC) incubated with the drug showed a significant 
increase in total cholesterol relative to the cultures without drug. The measure of activity of 
sphingomyclinase and bcta-glucosidasc enzymes in rat astroeytcs NPC was signiticantly 
lower than contrai astrocytes , which is consistent with the activity of the human NPC. 
Noting the changcs suftcred in thc levei of antioxidant enzymcs and oxidativc stress 
U 18666A observed that ieads to an increase in TBARS and carbonyl groups , but a decrease 
in the thiol groups as measured by sulfl1ydryl tests. Moreover, there is a decrease in SOD 
and CAT activity and incrcascs the production of NO, by analyzing thc activity ofthe Na+, 
K + -ATPase there is an inhibitory effect on this enzyme. The present results show that the 
accumulation of cholesterol in cell cultures induces oxidative stress, which indicates that it 
is potcntially toxic, confirming the results observed in othcr ncurodcgcnerative discascs. 
Finally, we used four different groups , with or without the use of the dmg MK-801, and 
found that the accumulation of cholesterol in cells leads to hyperphosphorylation FI both 
GFAP and vimcntin, howcver, MK-801, an NMDA antagonist acts on the glutamatc 
receptor, and inhibit excitotoxicity caused by U 18666A. Besides the parameters that were 
tcstcd in our study, as oxidative stress, antioxidant cnzymcs and encrgy mctabolism, 
causing the dmg to mimificar NPC other biochemical parameters of the cells, which were 
not tested in our study may he tested with this model animal, thus contributing to a better 
undcrstanding of thc diseasc. Wc can still makc use of substances that rcduec thc 
excitotocicidade caused by increased choiesteroi, observed in NPC, such as the NMDA 
receptor antagonist, MK-801, which can hecome viahle tools to aid in the treatment of 
ncurodcgcnerativc diseascs rclatcd to cxcitotoeicidadc glutamatcrgic. 

IX 



LISTA DE ABREVIATURAS 

ASM- Enfingomielinase Ácida 

BHE- Barreira Remato-Encefálica 

CA T- Catalase 

DLDs- Doenças Lisossômicas de Depósito 

EIM- Erros Inatos do Metabolismo 

DNPA- Doença de Niemann Pick tipo A 

DNPB- Doença de Niemann Pick tipo B 

DNPC- Doença de Niemann Pick tipo C 

ERO- Espécies Reativas de Oxigênio 

Fl- Filamentos Intermediários 

!<X Y D- Família de pequenas proteínas de membrana contendo domínio regulador no 

transporte de ions. 

GBA- ~- Glicosidase 

GFAP- Protefna Gl1a1 Fibrilar Ácida 

GLB- ~- Galactosidase 

GMl, GM2, GM3- Gangliosídcos dos tipos 1, 2 c 3. 

HDL- Lipoproteínas de Alta Densidade 

L- Lisossoma tardio 

LDL- Lipoproteínas de Baixa Densidade 

LE- Lisossomos Endossomais 

Na+/K+- ATPase- Bomba de Sódio/Potássio ATPase 

NMDA- N-metil D-Aspartato 

X 



NO- Óxido Nítrico 

32P- Fósforo 32 

RE- Retículo Endoplasmático 

RL- Radicais Livres 

SAP- Saposinas 

SCAP- Proteína Ativadora da Clivagcm de SREBP 

SH- Grupo Tio! 

SNC- Sistema Nervoso Central 

SOD- Supcróxido Dismutasc 

TBARS- Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

U18666A- 3-~- [2- (dieti lamino) etoxi] androst-5-en-17-ona 

VIM- Vimentina 

XI 



1 INTRODUÇÃO 

12 



l.lERROS INATOS DO METABOLISMO 

Os dinâmicos padrões do metabolismo representam contínuas movimentações 

através de produtos intermediários, mas a falência de um único passo atcta o ±luxo, 

causando acúmulo de substrato ou deficiência de um produto levando a um Erro Inato do 

Metabolismo (ElM) (Dherai, 2012). Os ElM são ocasionados, portanto, por uma falha de 

síntese, degradação, armazenamento ou transporte de moléculas no organismo (Sainz, ct al., 

2002: Araujo, 2004). 

Tais defeitos no metabolismo são considerados a causa dos EIM, em que a ausência 

de um produto esperado, acúmulo de substrato da etapa anterior interrompida ou o 

surgimento de uma rota metabólica alternativa podem levar ao comprometimento dos 

processos celulares (Araujo, 2004). 

Quando os EJM são mencionados, o que pensamos é que são extremamente raros e 

que ocorrem em pequenos segmentos da população. Apesar de serem individualmente 

raros, sua frequência conjunta é alta, aproximadamente 1:1000 nascidos vivos, resultando 

ao redor de 20o/c: das mortes por doenças genéticas c ao redor de 38% de doenças 

neurológicas hered1tári as ou doenças de depósito (Dherai, 2012). Segundo Martins et al. 

(2006), são descritas mais de 500 doenças classificadas como ElM. Soliz et aL, (2007) 

ainda relatam que os mesmos ocorrem em todos os grupos étnicos c existem em todos os 

continentes. 

Em grande parte são doenças que afetam todo o organismo e podem se manifestar 

em qualquer faixa etária, fazendo com que médicos de diferentes especialidades devam 
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atentar aos sinais e sintomas de um erro metabólico em qualquer paciente que porventura, 

possa ser encaminhado aos seus cuidados (Martins , 1999; Araujo, 2004 ). 

Várias são as maneiras pelas quais os EIM podem ser classificados. Saudubray et al 

(2012) categorizaram os EIM em três grandes grupos, conforme suas características 

fisiopatológicas: 

a) Gmpo 1- EIM que culminam em intoxicação: Esse gmpo envolve distúrbios do 

metabolismo intermediário que levam à intoxicação aguda ou progressiva do 

acúmulo de compostos tóxicos, secundário no comprometimento das vias de 

mctabolização de pequenas moléculas. 

b) Gmpo 11- EIM envolvendo metabolismo energético: Esse gmpo envolve distúrbios 

cuja clfnica é decorrente de alterações de produção e consumo energéticos. Em sua 

maioria, são provenientes de distúrbios do fígado, miocárdio, músculo, cérebro 

entre outros tecidos. 

c) Gmpo 111 - EIM envolvendo moléculas complexas: Esse gmpo inclui doenças que 

alteram a síntese ou o catabolismo de moléculas complexas. 

1.1.2 AS DOENÇAS LlSOSSÔMlCAS DE DEPÓSITO (DLDs) 

Os lisossomos são responsáveis pela reciclagem dos constituintes celulares que 

contenham catabólitos enzimáticos operando em me10 ácido (Valayannopoulos et al., 

2011). Estão presentes em todas as células, porém são mais abundantes nas fagocitárias, 

como os macrófagos c leucócitos. As enzimas hidrolíticas presentes nos lisossomos são 

segregadas no retículo endoplasmático rugoso e transportados para o Aparelho de Golgi, 

onde são empacotadas nas vesículas. As macromoléculas a serem digeridas são 
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introduzidas por meio da fagocitose, a fim de serem degradadas. Os catabólitos originados 

da digestão intralisossomal difundem-se através da membrana c entram no citosol onde são 

utilizados pelo metabolismo celular. As enzimas lisossômicas degradam diversos 

substratos, como os glicosaminoglicanos, esfingolipídios, glicolipídios e glicoproteínas 

(Junqueira e Carneiro, 2004). 

As doenças de depósito lisossômico (DLDs), também conhecidas como desordens 

de acúmulo lisossomal compreendem um grupo de mais de 60 EJM causados por alterações 

na atividade, modificações pós-traducionais e no tráfego de hidrolases lisossomais, bem 

como em proteínas de membrana c de transporte, resultando na expansão do espaço 

cndossomalllisossomal nas células (Lachman ct al., 2004; Hcard ct al., 2010). 

As DLDs afetam vários tecidos e órgãos ocasionando fenótipos complexos, com 

variações nas manifestações neurológicas, digestivas e esqueléticas (Parenti, 2009). De 

maneira geral, as doenças relacionadas ao sistema nervoso central apresentam um caráter 

progressivo promovendo alta debilidade cognitiva ao paciente. 

1.2. O SISTEMA NERVOSO CENTRAL E O COLESTEROL 

O Sistema Nervoso Central (SNC) é um sistema que contém grande quantidade de 

colesterol comparado aos demais. Em humanos, o cérebro compreende cerca de 2% do 

peso corporal, mas estima-se que 25% do colesterol livre no corpo seja encontrado no SNC 

(Dietschy e Turley, 200 1). Esse sistema é composto de células nervosas, os neurônios e 

vários tipos de células especializadas, as células gliais que são os astrócitos, 

oligodendrócitos e microglias (Fields e Stevens-Graham, 2002). 
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Os astrócitos estão intimamente associados com sinapses neuronms e têm sido 

associados a uma grande quantidade de funções: funções do tecido conjuntivo, participação 

na formação da barreira hemato-encefálica, participação em eventos de reparação e 

reciclagem no SNC (Siegel et ai., 1999). Pesquisas sugerem que neurônios maduros in vivo 

dependem de colesterol derivados de astrócitos (Nieweg et al., 2009). 

As células adquirem colesterol via lipoprotcínas contendo colesterol através de 

endocitose mediada por receptores (Brown e Goldstein, 1986). 

Quase todo colesterol do cérebro é sintetizado in sítu e, como não atravessa a 

barreira hcmatocnccfálica (BHE) a partir da circulação periférica, seu excesso é convertido 

a 24-S-hidroxicolestcrol. Este facilmente atravessa a BHE c permite a liberação diária de 

cerca de 6-7 mg de colesterol a partir do cérebro (Dietschy e Turley, 2001 ). Astrócitos 

produzem colesterol e apolipoproteina E (APOE) que em conjunto com os fosfollpídios, 

geram lipoproteínas que são semelhantes em tamanho as lipoproteínas de alta densidade 

(HDL) do plasma (Boyles ct al., 1985). No SNC, os lípídios são transportados por essas 

lipoprotcínas c essas partículas que circulam no líquor são ricas em apoliprotcínas E, 

principal proteína constitutiva do HDL (Lipoproteina de Alta Densidade) cerebral 

(Dietschy and Turley, 2001). Transportadores de colesterol, incluindo Transportador 

Cassete de ATP-Al (ABCAl), Transportador Cassete de ATP-Gl (ABCGl) c 

Transportador Cassete de ATP-G4 (ABCG4) desempenham papéis cruciais na regulação 

lipídica do SNC (Reinshagen et al., 2009). Cabe lembrar que a camada dupla de 

fosfolípides que compõe a membrana neuronal regula a fluidez, influencia o número e a 

afinidade dos receptores nela ligados c modula os processos de transdução de sinais . Os 

fosfolipídios são os principais componentes da membrana neuronal e servem como 
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substrato para a síntese de mediadores intra e extra-celulares, aumentando ass1m, sua 

relevância para a ncurotransmissão (Gattaz, 2000). 

Funções neuronai s essenciais dependem da di sponihi !idade de colesterol. 

Essencialmente todo o colesterol no SNC está na forma não esterificada (Bjorkhem e 

Meaney, 2004). O colesterol é essencial para manutenção de uma membrana plasmática 

intacta, o que é necessário para manter o ambiente de íons necessários para a geração c 

propagação de potenciais de ação (Pfrieger, 2003a). A disponibilidade de colesterol está 

envolvida na morfogênese do SNC durante o desenvolvimento (Engelking et al., 2006). As 

membranas miclínicas são ricas em colesterol assim como em outros lipídios (Saher ct al., 

2005). A baixa quantidade de miclina leva à disfunção neuronal, como é evidenciado pela 

desmielinação em desordens neurológicas severas, como na esclerose múltipla (Genain et 

ai., 1999). 

O interesse sobre o metabolismo do colesterol no SNC, surgiu quando se observou 

que o colesterol está envolvido na doença de Alzhcimer. Defeitos na biossíntesc de 

colesterol também têm sido descritos em várias doenças neurodcgencrativas, entre elas a 

doença de Huntington, uma desordem neurodegenerativa autossf>mica progressiva (Corder 

et al., 1993). 

1.3. DOENÇA DE NTEMANN PICK 

A Doença de Niemann- Pick (NPD) é uma doença genética autossômica recessiva 

(MIM: 607608) que resulta num metabolismo celular lipídico anormal, descrita pela 

primeira vez nos finais dos anos 20 por Alhert Niemann e Ludwig Pick. Tal como outras 

DLDs, é uma doença rara e mundialmente dispersa (Cho, et al. , 2009: Rodriguez- Pascau, 
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et al., 2009). A NPD é um grupo de esfingolipidoses, uma das subdivisões das DLDs, 

caracterizadas pelo acúmulo de lipídcos no baço, tlgado, pulmões, medula óssea c cérebro. 

Elas podem resultar de uma mutação no gene SMPDl (sphingomyelin phosphodiesterase I) 

que codifica a enzima ASM (acid sphingomyelinase enzyme), dando origem aos tipos A e B 

da doença, ou de uma mutação nos genes Npcl ou Npc2, dando origem ao tipo C da 

doença. 

Os pacientes com tipo A (DNPA) e B (DNPB) da doença de Niemann- Pick têm 

uma deficiência na atividade da enzima esfingomielinase ácida (ASM), enzima esta 

responsável pela hidrólisc de estingomiclina nos lisossomas (Lcdcsma ct al., 2011). O 

espectro clínico desta desordem é variável. No tipo A, em que a enzima ASM encontra-se 

prat1camente inexistente, a criança morre por volta dos 2-3 anos de idade (Ledesma, et ai., 

2011 ). No tipo B, em que a enzima ASM é produzida de uma forma deficiente, as primeiras 

manifestações clínicas poderão ocorrer apenas na adolescência ou no jovem adulto, levando 

a uma morte prematura (Thurberg et al., 2012). 

Os tratamentos para DNP são limitados, sendo a maioria deles constituídos por 

cuidados de apoio. Os transplantes de órgãos têm sido tentados com relativo sucesso. As 

perspectivas futuras incluem terapia de reposição enzimática e terapia gênica. Transplante 

de medula óssea tem sido realizado como tratamento de suporte para DNPB, além de 

cuidados nutricionais, medicação, fisioterapia e acompanhamento por especialistas, 

medidas estas que podem ajudar na qualidade de vida do paciente (McGovern e 

Schuchman, 2009). 
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1.3.1 DOENÇA DE NlEMANN- PlCK TIPO C 

A doença de Niemann Pick tipo C (DNPC) é uma desordem progressiva, 

hereditária, autosst)mica recessiva de acümulo lisossomal causada por acümulo de 

colesterol não esterificado e outros lipídios acumulados em endossomos/lisossomos tardios 

(LE/L) de todas as células c tecidos, principalmente em células hepáticas c nervosas. 

As manifestações clínicas são heterogêneas ocasionando, na maioria das vezes, 

disfunção hepática e severa neurodegeneração (Carstea et al., 1997; Millard et al., 2005; 

V ande c Peakc, 2011). Ataxia progressiva, hcpatocsplcnomegalia variável, paralisia ocular 

vertical, caracterizam o fenótipo clássico (Pattcrson ct al., 2007; Imric ct al., 2007). Essa 

desordem ocorre em aproximadamente 1 em 120.000 indivíduos (Vanier, 201 0). Sua 

manifestação ocorre geralmente entre a metade da infância e adolescência. A morte ocorre 

geralmente até a terceira década de vida. 

A causa da doença de DNPC é diferente daquela da DNPA c DNPB que são 

causadas por defeitos no gene da estingorniclinasc ácida lisossomal (Ledcsma ct al., 2011). 

A DNPC é causada por mutações nos genes codificadores da proteína Niemann- Pick Cl 

(NPC1- 18qll-12) ou NPC2 (14q24.3), que levam à disfunção e acúmulo de colesterol 

não-cstcrificado, esfingomiclina, fosfolipídios c glicolipídios no baço c fígado. Conforme 

Liscum e Sturley (2004), os glicolipídios encontram-se muito elevados no cérebro e 

observa-se deficiência parcial da esfingomielinase em fibroblastos como consequência 

secundária ao sequestro lisossômico do colesterol, incluindo acúmulo de gangliosídeos 

GM2 c GM3 em espaço intrancuronal (Vanicr ct al., 1999; Walklcy ct al., 2004). 

Fibrohlastos em cultura apresentam uma deficiência na síntese de ésteres de colesterol não­

esterificado nos compartimentos intra-vesiculares. 
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Aproximadamente 95% dos casos de DNPC são ligados a mutações no gene NPCI 

c 4% dos casos estão ligados a mutações no gene NPC2 (Vanicr, 2010). Muitas das 

mutações NPC1 são mutações pontuais missense, e mais de 200 diferentes mutações NPC1 

tem sido vistas em pacientes (Vanier, 2010). 

A proteína NPCI nativa é uma glicoproteína bastante grande, com 1252 

aminoácidos de membrana que está localizada em endossemos tardios. Ela apresenta 13 

domínios transmembrana e interage transitoriamente com lisossomos e com a rede trans-

Golgi. Ela possui um domínio de esterol e mostra homologia com os domínios da HMG­

CoA rcdutasc c SCAP (proteína ativadora de clivagcm de SREBP), a qual é ágil para 

regular positivamente a síntese de colesterol c absorção). Dois domínios podem 

desempenhar um papel de interações proteína- proteína: um "loop " rico em cisteína com 

um motivo dedo- anel onde estão aproximadamente 1/3 das mutações descritas e um 

domínio altamente conservado com um motivo zíper de leucina, localizado na cauda N­

tcrminal onde há um local de ligação de colesterol (Stortch c Xu, 2009; Vanicr, 2010). 

Ao contrário da proteína NPCl , a proteína NPC2 é pequena, com apenas 132 

aminoácidos, tendo um peptídeo sinal adicional de 19 aminoácidos. Essa pequena 

glicoproteína lisossomal é solúvel, secretada e recapturada. Ela é transportada para os 

lisossomos através de um receptor de manosc-6-fosfato que se liga ao colesterol (Storch c 

Xu, 2009). A mutação p.S 120P é observada em pacientes com inicio juvenil e forma 

neurológica progressiva e tem sido fundamental para elucidar o significado funcional do 

sítio de colesterol na ligação da proteína NPC2 (Infante et al. , 2008). 

Acredita-se que as proteínas NPCl c NPC2 ambas ligam-se ao colesterol. NPCl 

liga-se ao colesterol com alta afinidade numa proporção molar de 1:1 e NPC2 rapidamente 

transfere colesterol, mas não glicoesfingolipídios, ceramida, fosfolipídios ou ácidos graxos 
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entre lipossomas fosfolipídios ou membranas in vitro (Wang et al., 2010). Estudos recentes 

indicam que o papel das proteínas NPCl c NPC2 no transporte de colesterol é restrito à 

exportação lisossomal. Os dados atuais sugerem que o movimento retrógrado do colesterol 

a partir da membrana plasmática para o RE não requer NPCl e que a implicação destas 

proteínas no processamento celular de colesterol endógeno ainda é tema de discussão 

(Vanier, 2010). 

1.4. ENZIMAS LlSOSSOMAlS E A DNPC 

1.4.1 ESFINGOMIELINASE ÁCIDA 

A esfingomielinase ácida (ASM) é uma fosfodiesterase da família das 

metalofosfatases que se distribuem de forma ubíqua em todos os tecidos dos mamíferos 

(Sah..'l.lragawa, 1982; Yamanaka c Sub1zi, 1982; Quintcrn ct al., 1987). 

Na estrutura da ASM, entre o aminoácido 1 ao aminoácido 46, localiza-se a região 

de sinalização de peptídeo e, do aminoácido 89 até o 165 existe um domínio que apresenta 

uma elevada homologia com a sequencia de saposinas (SAP) (Ponting, 1994). As SAP são 

proteínas ativadoras que são necessárias como cofatorcs para atuação de algumas hidrolases 

de esfingolipídios. O domínio SAP da ASM é essencial para a atividade catalítica da 

enzima, e acredita-se que também possa formar uma estmtura terciária compacta que 

estabilizaria a proteína contra as condições agressivas dos lisossomos. A região terminal da 

ASM não contém nenhum domínio funcional reconhecível, porém estudos demonstram que 

é crucial para a estrutura e conformação da proteína e, por sua vez, está envolvi do na 

função enzimática e sua secreção (Lee et al, 2007). 

21 



Em toda a sua estmtura existem seis lugares de N-glicosilação, seis pontes 

dissult"cto c múltiplos lugares de fosforilação (Lasmann ct al., 2003). A localização de ASM 

não se limita exclusivamente ao interior dos lisossomos. 

A ASM possui um papel importante na regulação do metabolismo dos 

esfingolipídios mediante a hidrólise de esfingomielina e é uma enzima chave na produção 

de ccramida que intervém nos mais diversos processos celulares, sendo assim de grande 

importância. A ASM tem um papel como mediador bioquímico de diversos estímulos, 

quando as células são expostas a certos estímulos apoptóticos, a ASM se transloca do 

lisossomo para a membrana plasmática, rica em cstingomiclina, gerando donúnios de 

membrana ricos em ccramida (rafts). Estes microdomínios funcionam como plataformas de 

sinalização que permitem o agrupamento de receptores e a transmissão do estímulo 

apoptútico (Gulbins, 2003). A ASM também é essencial para a organização e 

funcionamento das membranas celulares neuronais, onde há o acúmulo de esfingolipídios, 

se relacionando assim com a fluidez da membrana (Galvan ct al., 2008). 

Rcccntcmcntc, Bianco ct al., (2009) descobriram uma nova função para ASM: a 

liberação de micropartículas provenientes da membrana plasmática. As microparticulas são 

microvesículas que transportam moléculas que contribuem na comunicação intercelular. 

A atividade da ASM encontra-se normal em tecidos c leucócitos de pacientes com 

DNPC. Em culturas de fibroblastos pode-se encontrar uma deficiência parcial da enzima 

como consequência secundária do acúmulo de colesterol. Tendo em vista que a interação 

entre os lipídios não é igual, lipídios que interagem e/ou empacotam mais eficazmente têm 

tendência a separar-se naturalmente para formarem espontaneamente domínios na 

membrana. Os domínios formados pelo colesterol e pela esfingomielina têm sido um dos 
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assuntos mais controversos e estudados nos últimos anos (Nakashima et al., 1986; Simons 

ct al., 2004; Lingwood ct al., 2009). 

Muitos artigos apresentam resultados mostrando que o colesterol interage melhor 

com a esfingomielina do que com qualquer outro fosfolipídio (Ohvo-Rekila et al., 2002). A 

velocidade de desorção do colesterol em bicamadas contendo esfingomielina é mais baixa 

do que a velocidade da deserção contendo qualquer outro tipo de fostolipídio. Em misturas 

binárias contendo esfingomielina e outros fosfolipídios, o colesterol anula 

preferencialmente a transição de fase de esfingomielina, indicando a interação preferencial 

com as moléculas deste lipídio (Simons ct al. , 2004). 

1.4.2. ~-GLTCOSTDASE (GBA) 

Os lisossomos contêm cerca de 40 enzimas hidrolíticas , incluindo proteases, 

nuclcascs, glicosidascs, lipascs, fosfolipascs, fosfatascs c sulfatascs. Estas cnztmas são 

todas hidrolascs ácidas, enzimas que clivam ligações através da adição de água. Muitos dos 

produtos de digestão lisossomal retornam para o citosol. Portanto, os lisossomos são 

envolvidos em reciclagem desses compostos (Alberts et al., 2010; Liebennan et al. , 2013). 

Devido à ampla variedade de ligações glicosídicas que ocorrem naturalmente, nos 

mais diversos seres vivos, desde plantas, bactérias, incluindo os seres humanos existe uma 

diversidade de enzimas, denominadas glicosidases, cuja função é a clivagem destas 

ligações. Esta diversidade é, presumivelmente, consequência da natureza diversa de seus 

substratos, c também das diferentes soluções evolucionárias para o problema da constmção 

de sítios ativos capazes de hidrolisar ligações glicosídicas (Whiters, 2001 ). Especificamente 
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as GBAs formam um grupo altamente heterogêneo de enzimas hidrolíticas (Bhatia et al., 

2002). 

A defidênda ou superexpressão da GBA está asso<:iada a diversas desordens 

metabólicas. A principal condição humana associada a deficiência desta enzima é a doença 

de Gaucher. As mutações afetam a GBA lisossomal humana, uma enzima associada a 

membrana, c a tornam incapaz de degradar seu substrato glicoccrcbrosídco, em ccramida c 

glicose (Grahowski et ai. 1990). Glicocerehrosídeos podem também se a<:umular no 

exterior dos lisossomos em outros tipos de células, levando a quebra ou produção de outros 

complexos glicolipídios (ex: glicocstingolipídios) que são particularmente encontrados no 

baço. Perda da homcostasia do cálcio relacionada ao acúmulo de glicoccrebrosídco nos 

neurônios contribui para as manifestações neurológicas da doen<_;a. 

A atividade da GBA poderá apresentar-se normal ou levemente diminuída em 

pacientes com DNPC em fibroblastos, mas principalmente em leucócitos (Lo et al., 2010). 

1.4.3. ~-GALACTOSIDASE (GLB) 

A GLB, é uma enz1ma hidrolítica que catalisa a hidrólise do ~-glicosídio em 

monossacarídcos. A atividade não-redundante da GLB lisossomal garante a correta 

degradação de glicoconjugados B-galactosil em lisossomos e contribui para a manutenção 

da homcostase celular. Esta enzima cliva com alta afinidade o sialo-glicoconjugado G"" 

extremamente abundante em membranas neurais. Do GMl: a galactose é removida 

produzindo G~12 , e de GM2 o resíduo de N-acetilgalactosamina é separado para formar G:-,;13 , 
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pela ação da GLB c da ~-N-acctilhcxosaminidasc, respectivamente (Tettamanti 2004; 

Dorland, 2006). 

Esta enzima é uma glicoproteína sintetizada em uma forma precursora com peso 

molecular de 88 KDa que, após processamento, dá origem a uma enzima madura com 64 

KDa, contendo de 7,5 a 9% de <:arboidratos em sua estrutura (Frost et a L 1978). 

Defeitos genéticos que afetam a função da GBA em humanos, além de causarem um 

acúmulo anormal c progressivo de G,11 em células de inúmeros tecidos, também produzem 

um efeito devastador no SNC, resultando na doença neurodegenerativa de acúmulo de G" 1, 

a gangliosidose GM1 ou a doença de Morquio tipo B (Okada e O'Brien, 1968; Suzuki et ai., 

2001 ). 

Não há na literatura, trabalhos que assoc1em um aumento ou diminuição da 

atividade da ~-galatosidase na DNPC. 

1.5. ENZlMA NA+/K+- ATPASE E O COLESTEROL 

A Na+, K+-ATPase é uma enzima transmembrana que catalisao transporte ativo de 

sódio c potássio através da membrana celular. Esse transporte é de grande importância visto 

que mais de um terço de ATP consumido é utilizado para bombear tais íons. A Na+, K+­

ATPase está presente em praticamente todas as células, incluindo o cérebro (Aperia, 2007). 

Ela consome cerca de 40- 60% do ATP cerebral para manter o gradiente eletroquímico 

necessário à excitabilidade neuronal, regula<_;ão do volume celular, balanço osmótico e para 

o transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de Na+; como glicose, aminoácidos e 

ncurotransmissores (Erecinska c Silvcr, 1994; Kaplan, 2002; Jorgcnsen et al., 2003). 
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Sua organização cstmtural consiste de uma subunidade alfa (a) c de uma beta (p). 

Em humanos, identificou-se 4 isoformas da subunidade a (a1_(4) e três isofonnas de 

subunidade p CP1-P1). Frequentemente, encontram-se associadas à N;/, K+-ATPase, 

proteínas de membrana FXYD (Família de pequenas proteínas de membrana contendo 

domínio regulador no transporte de ions), também referidas como subunidade gama (y) as 

quais intlueneiam na atividade deste complexo enzimático (Rcinhard et al., 2012). 

Dados da literatura sugerem que a expressão c a atividade da Na+, K+-ATPasc é 

modulada por múltiplos mecanismos, em resposta às necessidades celulares (Therien e 

Blostein, 2000). Nesse contexto, a atividade dessa enzima pode ser inibida por radicais 

livres, produtos de lipoperoxidação e alterações na fluidez da membrana (Dencher et al., 

2007). Acredita-se que a Na+, K+-ATPase mantêm resíduos em microdomínios de 

membrana especializados chamado caveolas e interagem com caveolina-1 (Wang et ai., 

2004 ). Além do envolvimento na biogênese da caveola, caveolina é envolvida no tráfego de 

colesterol da membrana plasmática (Uittenbogaard ct al., (2002). Reciprocamente, o 

colesterol da membrana plasmática controla a mobilidade e o tráfego de caveolina- 1 (Park 

et al., 2009; Hayer et al., 2010). Curiosamente verifica-se que a ação de Na+, K+-ATPase 

interage diretamente com caveolina-1 (Cai et al., 2006). Além disso, essa interação não 

regula somente o tráfego e mobilidade de caveolina-1, mas também tem um importante 

envolvimento na manutenção do colesterol na membrana plasmática c na regulação 

intracelular no tráfego de colesterol (Chen et al., 2009). Considerando a importância da 

Na+, K+-ATPase para o funcionamento normal do organismo e do SNC, e seu papel 

fundamental na manutenção do gradiente elétrico da membrana celular, a inibição dessa 

enzima tem sido associada a fisiopatologia de diversas doenças, como a isquemia cerebral 
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(Wyse et al., 2000), epilepsia (Grisar, 1984), desordens neurodegenerativas (Yu, 2003), 

crises convulsivas (Rcnkawek ct al., 1992), doenças de Alzhcimcr (Hattori ct al., 1998). 

1.6. ESTRESSE OXIDA TTVO E AS DOENÇAS NEURODEGENERA TTV AS 

Nos últimos anos, diversos estudos em modelos animais c em pacientes vêm 

demonstrando a participação do estresse oxidativo na fisiopatologia de alguns ETM 

intermediário, incluindo as acidemias orgânicas, as doenças peroxissomais, os defeitos de 

oxidação mitocondrial de ácidos graxos c as aminoacidopatias (Vargas ct al., 2004; Wajncr 

et al., 2004; Barschak ct al., 2006; Schuck ct al., 2009; Sgaravatti ct al., 2009; Ribas et al., 

201 O; Tonin et ai., 201 0). Acredita-se que o acúmulo dos metahólitos tóxicos e/ou 

alterações no estado antioxidante nestas desordens possa levar a um desequilihrio redox, 

contribuindo para o desenvolvimento dos sintomas, principalmente o neurológico, apesar 

de o mecanismo responsável pelo estresse oxidativo nos EIM ainda não estar 

completamente esclarecido. 

Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) são normalmente encontradas em organismos 

v1vos em baixas concentrações, de forma equilibrada (Droge, 2002). Quando há uma 

diminuição nas defesas antioxidantes e/ou um aumento na concentração intracelular de 

espécies reativas, ocorre o estado denominado de estresse oxidativo, onde os RL (Radicais 

Livres) começam a produzir danos às macromoléculas biológicas como lipídios, 

acarretando na alteração da permeabilidade de membranas celulares, proteínas, 

desencadeando a oxidação destas, c lesões no DNA, promovendo dessa forma, dano 

teci dual e até mesmo morte celular (Bechman e Ames, 1998; Ramos- Vasconcelos et ai., 

2000: Halliwell e Gutteridge, 2007). 
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Uma série de estudos confirmam que o aumento do estresse oxidativo tem sido um 

dos fatores que contribuem para a patotisiologia do SNC. 

O estresse oxidati vo, o qual é decorrente de um desequilíhrio entre as defesas 

antioxidantes e os radicais livres, pode estar relacionado a inúmeras doenças, tais como: 

aterosclerose, câncer, doença de Alzheimer e outras doenças neurodegenerativas crônicas. 

Um número crescente de situações patológicas envolvendo o SNC, incluindo 

doenças neurodegenerativas, convulsões, isquemia/reperfusão e demência, têm sido 

associadas ao estresse oxidativo (Halliwell, 2006a). 

1.7. FILAMENTOS INTERMEDIÁRIOS E A DNPC 

Fis (Fllamentos intermediários) são os maiores constituintes do citoesqueleto celular 

e sofrem ativamente montagem e desmontagem via ciclo fosforilação/defosforilação 

(Klymkowsky, 1995). 

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) é o principal FI de astrócitos maduros, c por 

esse motivo é considerada um marcador dessas células. A vimentina (vim) é o FI expresso 

em células mesenquimais, além de ser encontrada nos astrócitos imaturos (Alberts et al., 

2008). É importante, ressaltar que células sem FI de vimentina são incapazes de transportar 

LDL colesterol derivado de lipoproteinas de baixa densidade dos seus lisossomos para o 

RE (retículo endoplasmático) por esterificação (Sarria et al., 1992), um fenótipo que é 

semelhante ao observado nas células com DNPC. 

O papel estmtural da GFAP em astrócitos é conhecido há bastante tempo. Porém, 

nos últimos anos, ela tem se mostrado importante em diversas funções astrocitárias como 

regeneração após processos patológicos, plasticidade sináptica, gliose reativa, manutenção 
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da forma, migração celular e como alvo de vias de transdução de sinais. Além disso, a 

GF AP participa de um sofisticado sistema de comunicação entre os astrócitos c neurônios 

(Middeldorp e Hol, 2011 ). 

Várias doenças apresentam aumento na expressão de GFAP, como a doença de 

AJzheimer, encefalomielite, esclerose múltipla (Eng e Ghirnikar, 1994) e doença de 

Alcxander (Middeldorp c Hol, 2011). Por outro lado, estudos com animais knoekout para a 

GFAP têm mostrado que falta dessa proteína parece tomar os astrócitos menos eficientes 

em lidar com estados agudos de injúrias no SNC (Pekny e Pekna, 2004 ). 

Já foi observado um decréscimo na tosforilação de vimcntina solúvel c um aumento 

na vimcntina insolúvel em fibroblastos humanos com DNPC (Waltcr ct al., 2009), 

provavelmente desequilibrando o ciclo de vimentina. 

1.8( +)5-MET lL-1 O, 11-DlHlDR0-5H-DlBENZENOLA-B JClCLOHEPT AN0-5-10-

AMINO (MK-801) 

Dizocilpina também conhecido como (+)5-metil-1 O, 11-dihidro-5H-dibenzo[a,b]­

cicloheptano-5-10-amino ou MK-801, é um antagonista não competitivo do N-Metil-D­

aspartato (NMDA) que é um receptor de glutamato, sendo este, um dos ncurotransmissorcs 

primários do cérebro. Pesquisas recentes têm relatado a toxicidade do glutamato sobre 

células neuronais (excitotoxicidade) e que o uso do antagonista do receptor NMDA (como 

o MK-801) teriam um efeito neuroprotetor em diversas situações, por diminuírem a 

ativação dos receptores glutamatcrgicos (Luby ct al., 1959; Korpi ct al., 1987). 

Os antagonistas do receptor NMDA, incluindo o MK-801, têm sido extensivamente 

estudados para utilização no tratamento de doenças com componentes de excitotoxicidade, 
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tais como acidente vascular cerebral, lesão cerebral traumática, e doenças 

ncurodcgcncrativas, como a Doença de Huntington, Doença de Alzhcimcr, c Esclcrosc 

Lateral Amiotrófka. O MK-801 tem sido efetivo na proteção dos neurônios em culturas de 

células e na neurodegeneração excitotóxka de modelos animais (Mukhin et ai., 1997; 

Ayala e Tapia, 2005; Kocaeli et ai., 2005). 

1.9 3-B- [2- (DIETJ LA MINO) ETOXI] ANDROST-5-EN-17-0NA (UI8666A) 

A amina hidrófoba mais cspccítica c eficaz utilizada para criar um fenótipo de 

DNPC é a 3-~- [2- (dicti lamino) ctoxi] androst-5-cn-17-ona (Ul8666A), que contém uma 

estrutura de anel hidrofóbico associado com um estrutura lateral ramifkada e um grupo 

amino que inibe o transporte de colesterol intra<:elular. Des<:rito há 30 anos, ela inibe a 

enzima desmosterol redutase (Cenedella e Bierkamper, 1979), responsável pela redução do 

dcsmostcrol na biossíntcsc do colesterol, c também bloqueia o transporte de colcstcrol-LDL 

a partir de lisossomos para o retículo endoplasmático (Eisclc ct al., 1997). 

O UI8666A reduz a quantidade de colesterol que atinge o retículo endoplasmático e 

impede o movimento de colesterol entre os compartimentos lisossomais e a membrana 

plasmática, c da membrana plasmática para outros compartimentos intracelulares (Langc c 

Steck, 1994 ). Ele pode também atuar sobre a atividade ou a síntese de outras proteínas ou 

lípidos que facilitam o movimento do colesterol e alteram a distribuição celular da proteína 

NPCl. 

Em 1973, Jurgclski ct al., utilizaram pela primeira vez o Ul8666A para mimctizar o 

fenótipo de DNPC em fibroblastos de gambás. Os resultados <:onfirmaram os en<:ontrados 

(acúmulo de colesterol) em pacientes com DNPC. Após esse trabalho, outros foram 
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realizados. Em 1978 Bierkamper e Cenedella, conseguiram comprovar em fibroblastos de 

ratos recém-nascidos, o mesmo acúmulo de colesterol que era encontrado em tibroblastos 

de pacientes com DNPC. Estudos de Lange et al., (2002), realizados em fihrohlastos 

humanos mostraram que o bloqueio no transporte de colesterol por U18666A e o aumento 

dos níveis de colesterol no citoplasma celular foram semelhantes aos realizados em 

fibroblastos de seres humanos com a doença. Camundongos knockout para DNPC (NPc-1
-), 

após utilização de U18666A, tamhém demonstraram um aumento de colesterol 

citoplasmático, compatível com aquele encontrado em fibroblastos de humanos com a 

doença (Sáez ct al., 2013). 

A utilização deste composto para imitar a DNPC em astrócitos de ratos ou 

camundongons selvagens, não knockout, ainda não foi relatada, hem como o efeito da 

acumulação de colesterol em astrócitos, produzida por U18666A sobre a atividade de 

hidrolases lisossomais, estresse oxidativo e citoesqueleto celular. 
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2. OBJETIVO 

2.1 Objetivo Geral 
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O propósito desse estudo foi observar se a droga U 18666A induzia o acúmulo de 

colesterol no citoplasma dos astrócitos de ratos jovens, mimetizando a DNPC. Em caso 

afirmativo, observar o efeito deste acúmulo de colesterol sohre a atividade de algumas 

hidrolases lisossomais, sohre alguns parâmetros de estresse oxidativo e do metabolismo 

energético e sobre a hiperfosforilação de filamentos intermediários, no intuito de verificar 

alterações bioquímicas que possam contribuir para o entendimento dos mecanismos 

responsáveis pelo dano cerebral apresentados por indivíduos com DNPC. 

2.2 Objetivos específicos 

Capítulo I: 

Administrar a droga Ul 8666A em culturas de astrócitos de ratos jovens comparando com 

culturas onde não foi adicionada a droga e observar: 

1) A curva dose-resposta com a droga Ul8666A para estabelecer a melhor dose c tempo de 

incubação, 

2) O padrão de fluorescência perinuclear de colesterol quanto ao número de pixels, 

3) A quantidade de colesterol citoplasmático, 

4) A medida da atividade das enzimas csfingomielinase, ~-glicosidase c ~-galactosidase 
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Capítulo 11: 

Analisar os efeitos desencadeados pelo aumento de colesterol em astrócitos de ratos jovens, 

após a administração da droga U18666A, observando: 

1) A atividade da NA+/K+- ATPASE, 

2) A atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT, 

3) A medida de TBARS, 

4) O conteúdo de sulfidrilas e de carbonilas, 

3) Os níveis de óxido nítrico. 

Capítulo III: 

Verificar os prováveis efeitos ocasionados sobre o citoesqueleto celular após o aumento do 

colesterol, provocados pela administração da droga U18666A in vitro, em astrócitos de 

ratos jovens, observando: 

1) A tosforilação de filamentos intermediários; 

2) A citotoxicidade de U18666A sobre a GFAP c a vimcntina; 

3) Os efeitos inibitórios de MK-801 sobre a fosforilação de GFAP e vimentina; 

4) A ação do MK-801 em relação ao U18666A e a fosforilação dos filamentos 

intermediários. 
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3. CAPÍTULO 1 

Artigo: Effect of UI R666A on beta-glucosidase, sphingomyelinase and beta-galactosidase 

activities in astrocytes (?{young rats Status: Publicado no Journal Membrane Biology 
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     
       

             

           

  

              

     

        

      

      

      

         

          

        

        

      

       

       

      

          

       

       

      

     

         

         

        

     

         

    

       

         

        

       

         

    

     

   



        

          

    

         

      

         

        

    

          

      

       

     

     

      

      

     

       

       

      

         

       

          
    

    
       

    
 

  

 

  
       

         
       



    

 



       

          

       

           

         

       

        

       

      

        

        

        

     

     

     

     

    

     

       

       

 

       

       

        

        

        

         

        

         

       

          

       

         

       

    

       

      
  

       

        

     

        

      

      

        

       

       

      

     

        

      

           

       

      

        

       

         

         

           

        

         

      

         

       

           

          

          

      

  

         

        

        

        

          

    

  



         

       

         

           

          

      
         

       

        

    

  

        

       

        

      

         

         

        

       

       

 

             





        

   

       

           

            

          

     

 

           

       

         

        

          

           

      

          

           

         

          

          

          

         

           

        

         

          

  

     

       

      

      

         

     

 

     

      

      

     

           

        

      



        

         

        

           

        

      

        

       

         

       

    



         

       
      

          

         

       

        

      

     

    



       

         

       

           

          

     

           

      

        

    

    



      

        

            

          

        

     

        

           

     

         

    

 

       

        

             





      

         

 



      



            
          

       

        

           

         

   

      

      

      

     

        

        

          
        

        

      

      

         

       

          

      

       

       

       

       

       

        

         

         

  

       

       

       

      

       

     

      

      

     

 

        

       

       

        

       

        

 

        

        

       

    

 

         

        

     

     

        

         

       



        

      













          

              

          

         

         
          

        

             





      

      

       

        

        

   

          

        

        

    

    
    

    
   











         

       

        
            
       

  













          
         
           
        









          
         
           
       













          

         
          

             





       

        

       

         

          

        

          

         

   

        

       

         

         

       

       

      

        

        

          

          

       

         

        

          

          

       

      

       

      

       

       

        

       

       

        

       

        

      

   

      

       

       

        

       

      

         

     

      

        

       

        

       

     

    
        

   

          

      

       

        

          

         

      

        

       

          

        

        

       

       

          

        

         

         

    

       

        

        

        

         

       

        

        

          

         

       

         

      

          

       



         
      
      

    

        
          
   

       

       
    

       
  

      
    

             





             
       

       
  

         
       

         


             

      

         

          
           
        

       

 
         

       

      
        

        

           
     
        



          
       
      

        

       
     

           
       

     
          

       
          

        
           

         
   

           
        

    
           

       
      


           

      
       

  
          

       
  
   

        

          
    

          
        

          
      

         
        



         
       

        
     

        


           

          
         
        

        

        
         

        

    

          
       

         
         
        

      

 
          

        

        

       
         

      
           

         
       

      
     

        
          

        
      


         

     
      

         
          

       
       

      
          

        
       

     
     

        
    

     
           

         
        

        
      

      
          


         

        
       

  

             





         
        

       
        


         

          

       
     
  

          

       
      
        



          
         

    
        

        
         

          

       
 

          

         

      
      

             





4. CAPÍTULO li 
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Abstract: 

The objective of this study was to verify the effect of the drug U18666A on some 

oxidative stress parameters in astrocytes of Wistar rats (0 to 3 days old). ln these 

cxpcrimcnts, thc culturcs wcrc incubatcd with Ul8666A at a dose of 0.25 11g/mL for 48 

hours, dose and period considered ideal to mimic Niemann-Pick type C disease. First, the 

drug's influence on astrocyte cultures on Na+, K+ ATPase was tested and an inhibitory 

cffcct on this cnzymc activity was obscrvcd. Furthcrmorc, thiobarbituric acid rcactivc 

substanccs (TBARS), carbonyl, sulíhydryl, catalasc (CAT), supcroxidc dismutasc (SOD), 

and nitric oxide (NO) formation were measured in the astrocytes from Wistar rats. 

U18666A was capahle of enhancing TBARS, hut not ahle to alter the carhonyl assay. In 

addition, U 18666A caused a reduction of protein thiol groups measured by the sulfhydryl 

assay. Morcovcr, Ul8666A dccrcascd CAT and SOD activity, but cnhanccd NO 

production. 

The present findings showed that U18666A besides promote cholesterol 

accumulation m astrocytes , induces oxidative stress, compatible with other 

ncurodcgcncrativc discascs. 

Keywords: Niemann-Pick type C disease, astrocytes, U 18666A, oxidative stress. 
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1. Introduction 

Niemann-Pick type C disease (NPC) is a progressive, hereditary, autosomal 

recessive lysosomal storage disorder caused by accumulation of non-sterified cholesterol 

and othcr lipids in late cndosomcs/lysosomcs of all cclls and tissucs, mainly livcr and 

nervous cells. The clinicai manifestations are heterogeneous and most times cause liver 

dysfunction and acute neurodegeneration (Carsteaet al., 1997; Millard et al., 2005; Vance 

and Pcakc, 2011). Progrcssivc ataxia, variablc hcpatosplcnomcgaly, and vertical ocular 

paralysis charactcrizc thc classic phcnotypc (Pattcrson ct al., 2007; Imric ct al., 2007). This 

disorder appears in approximately 1 out of every 120,000 individuais (Vanier, 201 O) and 

usually manifests itself between the middle of childhood and adolescence. Patients usually 

die until the third decade of life. 

Similar phcnotypcs can bc induccd in severa! ways and with scvcral drugs such as 

stcroids and hydrophobic anuncs, among which spccificall y 3-~-[2-

(diethylamino)ethoxy]androst-5-en-17-one (U18666A). This drug has heen used to mimic 

the NPC phenotype, thus causing cholesterol accumulation in the intracellular spaces of 

trcatcd cclls, similar to human fibroblasts with NPC (Vanicr, 2010; Wang ct al., 2010; 

Neufeuld et ai., 1999: Lange et ai., 2002). 

Reactive Oxygen Species (ROS) are usually found at low concentrations m a 

balanced manner in living organisms (Droge, 2002). When antioxidant defenses decrease 

and/or intraccllular conccntration of rcactivc spccics incrcasc, thc so-callcd oxidativc strcss 

occurs, in which the FR begin damaging the biologic macromolecules such as lipids (which 

changes cell membrane penneability), proteins (initiating their oxidation), and DNA 
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damage (which promotes tissue damage and even cell death) (Halliwell and Gutteridge, 

2007; Ramos-Vasconcelos ct al., 2000; Bcchman and Ames, 1998). A series of studics 

confirm that the increase in oxidative stress has heen one of the contrihuting factors to 

central nervous system (CNS) pathophysiology and that the enzyme Na+, K+-ATPaseplays 

a cmcial hole in the regular functioning of the organism and of the CNS and in maintaining 

thc ccll mcmbranc's clcctric gradient. Thc inhibition of this cnzymc has bccn associatcd 

with the physiopathology of severa! diseases such as hrain ischemia (Wyse et ai., 2000), 

epilepsy (Grisar, 1984), neurodegenerative disorders (Yu, 2003), convulsive crises 

(Rcnkawek ct al., 1992), and Alzhcimcr' s diseasc (Hattori ct al., 1998). 

Na+, K+-ATPasc is a transmcmbranc cnzymc that catalyzcs the activc sodium and 

potassium transport through the cell memhrane. This transport is highly important since one 

third of the ATP consumed is used to pump these ions. Na+, K+-ATPase is present in 

virtually ali cells, even in the brain (Aperia, 2007). lt consumes about 40-60% of the brain' s 

ATP to maintain the ckctrochcmical gradicnt rcquircd for ncuronal cxcitability, ccllular 

volume rcgulation, osmotic balance, and transport of mokculcs linked to thc co-transport of 

Na+ such as glucose, amino acids, and neurotransmitters (Erecinska and Silver, 1994; 

Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). lt is believed that Na+, K+-ATPase residues remain 

in specialized mcmbranc microdomains callcd cavcolac and intcract with cavcolin-1 (Wang 

et ai., 2004). 

This study aims to study the in vitro effects of administering U 18666A on some 

oxidative stress parameters and the energy metabolism in young-rat astrocyte cultures in 

ordcr to invcstigate biochcmical changes that may contributc to undcrstand thc mcchanisms 

responsihle for the hrain damage shown hy NPC patients. 
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2. Materiais and methods 

2.1. Animais 

Wlstar rats (0 to 3 days old) from the Central Animal House of the Department of 

Biochemistry, lCBS, UFRGS had free access to water and were feda 20% (w/w) protein 

commcrcial chow. Thcy werc kcpt in a room with a 12/12 h light/dark cyclc and 

temperature of 22±1 °C. The "Principies of Lahoratory Animal Care" (NTH puhlication no. 

85-2, revised in 1985) were followed in all experiments and the experimental protocol was 

approvcd by the Ethies Committee for Animal Research of the Federal University of Rio 

Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. In this study we uscd a 18 animais per group for 

each experiment. 

2.2. Cortical Astrocyte Culture 

The rats were euthanized hy decapitation and the cerebral cortex was removed. Tt 

was homogenized with CMF-BSS buffer and placed in a 24-well plate in DMEN -

Dulhecco's Modified Eagle Medium (GTBCO®), supplemented with 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS) (lnvitrogen). After the cells reached confluence in culture, the medium was 

changed 4 h after the total incubation time was eomplctcd, every four days, reaehing a füll 

confluence on the 15th day. 

The multiwell plates used for the development of cultures were previously 

ineubated with a poly-1-lysine substrate (Sigma). 

After 15 days the cultures were ineubated with Ul8666A at a dose of 0.25 ~g/mL 

for 48 h, dose and period considered ideal to mimic NPC. 

2.3. Oxidative Stress Measurements 
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2.3.1. Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) Measurement: 

For the TBARS assay, trichloroacctic acid (10% w/v) was added to the homogcnatc 

to precipitate proteins and to acidify samples (Buege and Aust, 1978). This mixture was 

then centrifuged at 1 ,000 g for 3 min. The protein-free sample was extracted and TBA 

(0.67% w!v) was added to the reaction medium. Tubes were placed in a water bath (100 

°C) for 30 min. Absorbanee was read at 535 nm in a spectrophotometer (T80 UV/VIS 

Spectrometer, PG Tnstruments, Alma Parck, Lutterworth, UK). Commercially availahle 

malondialdehyde was used as the standard. Results were expressed as nmoL!mg protein. 

2.3.2. Carbonyl Assay: 

The carbonyl assay was used to determine oxidative damage to proteins. 

Homogenates were incuhated in the dark with 2,4dinitrophenylhydrazine (DNPH, 10 mM) 

in 2.5 M HCl for 1 h atroam temperature. Samples were mixed every 15 rnin. Next, 20% 

(w/v) TCA was addcd to thc tubes, which were thcn lcft in ice for 10 min and centrifuged 

for 5 min at 1,000 g to collect the protein precipitates. Another wash was performed with 

10% TCA. The pellet was washed 3 times with ethanol:ethyl acetate (1:1) (v/v). TI1e final 

precipitates were dissolved in 6 M guanidine hydrochloride, and the solutions were allowed 

to stand for 10 min at 37 oc and werc thcn rcad at 360 nm (Reznick and Packcr, 1994). Thc 

results were expressed as nmol/mg protein. 

2.3.3. Sulfbydryl Assay: 

This assay is bascd on the rcduction of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 

hy thiols, generating a yellow derivative (TNB) whose ahsorption is determined 

spectrophotometrically at 412 nm (Aksenov and Markesbery, 2001). ln short, 0.1mM 

DTNB was addcd to l20J.!L of the samplcs. This was followed by a 30nrin incubation at 
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room temperature in a dark room and absorbance was measured at 412 nm. The sulthydryl 

contcnt is invcrscly corrclatcd to oxidativc damagc to protcins. Rcsults wcrc rcported as 

mmol/mg protein. 

2.4. Determination of Antioxidant Enzyme Activities: 

Supcroxide dismutasc (SOD) activity, expresscd as USOD/mg protcin, was bascd 

on the decrease in the rate of autocatalytic adrenochrome formation at 480 nm [18]. 

Catalase(CAT) activity was determined byfollowing the decrease in hydrogen peroxide 

(H20 2) absorbancc at 240 nm and cxprcssed as CAT/mg protcin (Acbi H, 1984). 

2.4.1. Nitric Axide Production: 

Nitrk oxide was determine<.\ hy measuring the stahle product nitrite using the 

colorimetric assay described by Hevel and Marletta (1994). In short, the Griess reagent was 

prepared by mixing cqual volumes of 1% sulfanilamidc in 0.5 N HCl and 0.1% N-(1-

naphthyl)ethylenediamine in deionized water. The reagent was added directly to the 

homogenates and in<:uhated under redu<:ed light at room temperature for 30 min. Samples 

were analyzed at 550 run on a microplate spectrophotometer. Contrais and blanks were run 

simultancously. Nitritc conccntrations wcre calculatcd using a standard curve prcparcd with 

sodium nitrite (0-80 mM). Results wcre cxprcssed as nmol/mg protcin. 

2.5. Na+, K+-ATPase activity assay 

The reaction mixture for lhe Na+, K+-ATPase assay contained 5.0 mM MgCI2, 80.0 

mMNaCl, 20.0 mMKCl, and 40.0 mMTris-HCl, pH 7.4, for a final volume of 200 uL. The 

reaction was initiated hy adding ATP for a final con<:entration of 3.0 mM. Controls were 

carried out under lhe same conditions with the addition of 1.0 mMouabain. Na+, K+-
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ATPase activity was calculated from the difference between the two assays, according to 

thc mcthod of Wysc ct al. (2000). Rclcascd inorganic phosphatc (Pi) was mcasurcd by thc 

method of Chan et ai. (1986). TI1e enzyme's specific activity was expressed as nmol P1 

released per min per mg of protein. 

2.6. Protein Determination 

Protein concentration was detennined by the method of Lowry et al. (1951) using 

hovine serum alhumin as standard. 

2.7. Statistical Analysis 

Data from the experiments were analyzed statistically by two-way analysis of 

variancc (ANOVA) followcd by thc Tukcy's tcst. Valucs of p<0.05 wcrc considcrcd 

significant. Ali analyses were carrie(l out using the software Statistical Package for Social 

Sciences (SPSS) (version 17.0, lntemational Business Machines Corporation, New York, 

NY, USA). 

3. Results 

3.1. Oxidative Stress Mea'iurements 

The techniques used for the analyses of TBARS, sulfhydryl and carhonyl were used 

toassess the damage to lipids and proteins, respectively. Figure 1 shows the effect of 

U18666A rcgarding TBARS. It was obscrvcd that thc dmg lcd to a significam incrcasc in 

TBARS in the astrocytes isolated from the cortex of young rats when the culture was 

expose(l to 0.25 flg/mL after 48 h with the drug (p<0.0170; t=3.004). On the other hand, 

sulfhydryllevels significantly decreased in contact with the drug (Figure 2 ; p<O.OOOl ; t= 
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5.786), while carbonyllevels proved to be higher when in contact with the drug (Figure 3; 

p<0,0403; t=2,749). 

3.2. Determination of Enzyme Antioxidant Activities: 

Thc cffcct of thc drug U18666A on nitric oxide and thc activity of thc cnzymcs 

catalase (CA T) and superox ide dismutase (SOD) was also investigated. 

When nitric oxide production in astrocytes (Figure 4) was compared between the 

control samplcs and thc samplcs that mimic NPC, a significant ditfcrcncc (p<0.0008; 

t=4.755) was found, showing an increase in nitric oxide when in contact with the drug. TI1e 

dmg caused a significant reduction in SOD activity (Figure 5; p<0.0119, t= 3.241) and 

CAT activity (Figure 6; p<0.0045, t=3.902). 

3.3. Na+, K+ -A TPase 

lnitially, the influence of U18666A on the specific activity of Na+, K+-ATPase in rat 

astrocytcs was invcstigatcd (Figure 7). Statistical analyscs rcvcalcd that thc drug 

significantly inhibitcd Na+, K+-ATPasc in young-rat astrocytcs (p<0.002l, t=4.277) whcn 

compared to the controls. 

4. Discussion 

Niemann-Pick type C disease is arare, chronic, progressive disease characterized by 

a disorder in the intracellular lipid transport (lturriaga et al. , 2006; Patterson et al., 2001; 

Vanicr ct al., 2010). It mainly involvcs thc storagc of non-stcriticd cholcstcrol and 

glycosphingolipids in intraccllular lysosomcs of scvcral tissucs, mainly thc livcr, splccn, 

and brain (Héron et al., 2012; Patterson et al., 201 O; Pineda et al., 201 0). 
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The brain is characterized by having a high metabolic rate and low leveis of 

antioxidants, and it is thcrcforc vcry vulncrablc to rcactivc spccics. Givcn that thc brain has 

a reduced antioxidant capacity, that makes the ROS protection leveis and inflammatory 

processes are relatively low (Leonard, 2012). As a result, it is imporlant to consider that 

there are basically three reactions that are relevant to cell damage. The first relates to lipid 

peroxidation of mcmbranes, thc second would bc thc very oxidative changcs in protcins 

and, finally, lhe reaction involving injuries that can occur at the DNA levei (Oliveira and 

Schoffen, 2010) including that of mitochondrial complex. This could lead to the depletion 

of energy and serve as a source of rcactivc spccics causing thc oxidativc damagc and 

impaired ccll function in various target sitcs (Milushcva et al., 2010). 

The presenl study investigated whether oxidative stress and the energy metaho11sm 

1s involved with in l'itro effects caused hy lhe drug U18666A in young-ral aslrocyle 

cultures. 

Treating primary cortical neuron culturcs with Ul8666A causes sccondary 

apoptosis dueto the increasc in ROS (Cenedella, 2009). Oxidative stress has been observed 

in different NPC cellular models (Zampieri et ai., 2009) as well as in lhe hrains ofrats wilh 

NPC (Smith et aL, 2009). 

One importam target of biologic studies regarding oxidative stress is nitric oxide 

(NO). Tt plays a regulalory role and, under normal conditions, is produced endogenously hy 

severa! cells (Wei et ai., 2003), among which neurons (Prast and Philippu, 2001). NO is 

one of the main inter!intracellular messengers inside and between neurons in the peripheral 

nervous system and the CNS (Duncan and Healcs, 2005). In thc ncrvous systcm, NO 

influences the release of neurolransmitters and synaplic processes (Conteslahile, 2000) and 

seems to be involved, as an intracellular mediator, in neurotoxin-induced cell death 
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(Dawson et al., 1991). Severa! neurotoxic models show that NO induces the death of 

dopamincrgic ncuron culturcs and that this cell-death proccss involvcs thc incrcasc in 

oxidative stress (Dehmer et al., 2000; Matthews et al., 1997: Van Muiswinkel et al., 1998), 

often promoting pathogenic mechanisms involved in neurodegenerative processes (Zhang 

et al., 2006). The exact mechanism through which NO contributes to certain 

neurodegencrative discases in not fully undcrstood. 

Antioxidant enzymes such as CA T and SOD represent the first harrier against 

reactive species andare essential for cell survival (Halliwell, 2001; Remacle, 1992). Thiols 

(SH) play a kcy antioxidant role in ccllular protection and cxtraccllular roles against 

oxidativc stress (Akscnov and Markcsbcry, 2001). The techniqucs uscd in thc prcscnt study 

showed a significant decrease in CAT, inhihition of SOD activity, and an increase in NO 

production in the cerebral cortex of young rats in contact with U1 8666A. Such changes 

lead to a hannful increase in lipids in the cerebral cortex (Medeiros et al., 20 12). These 

rcsults confirm what had bcen reported by Funchal et al. (2010) in rats ' cerebral cortcx, 

hippoeampus, and eercbcllum whcn in contact with other dmgs that also cause lipid 

peroxidation. 

Lipid peroxidation is characterized by an mcrease in the production of reactive 

thiobarbituric acid rcactivc substanccs (TBARS) as a conscqucncc of thc attack of ROS 

against cell memhranes, causing a loss of selectivity in ion exchange and release of 

organelle contents, such as lysosomal hydrolytic enzymes, and the fonnation of cytotoxic 

products, culminating with cell death (Ferreria and Matsubara, 1997). Since the cell 

mcmbrane and intracellular matrix are vital structurcs for thc cell, it is not surprising to find 

that the ROS-induced lesion influences the extension of disease processes (Bulkley, 1983). 
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lt was observed that the cultures that received U 18666A showed an increase in TBARS 

leveis in astrocytcs, which indicatcs thc drug induccs lipid pcroxidation. 

Exposing astrocytes to U18666A in vitro significantly reduced the sulfhydryl 

groups, thus reducing the non-enzymatic antioxidant defenses. Previous in vitro studies 

with organochalcogenoyl also show this reduction in SH groups in rats' cerebral cortex 

(Pcnz ct al., 2009). 

In relation to the carhonyl groups of proteins, a hiochemical marker of oxidative 

damage, a significant increase was observed in astrocytes where the drug was placed. These 

data are in agrccmcnt with studics by Ribas ct al (2012), who obscrvcd thc samc rcsults in 

plasma of paticnts NPCl. 

Furthermore, studies show that, in the Parkinsonian hrain, many catalytic suhunits 

of complex I show high leveis of carhonyl modifications indicative of protein oxidation 

(Bueler, 2009). The carbonyl groups are produced in the side chains of the protein when 

ccrtain amino acids (cspcdally prolinc, argininc, lysinc and thrconinc) are oxidizcd 

(Dallcdonc ct al, 2003). Thcsc changcs in thc protcin structurc may atfcct thc function of 

receptors, enzymes and transport proteins, resulting in partia! or complete loss of 

functionality of the protein (Halliwell and Gutteridge, 2007). Considering that the protein 

and lipid oxidation can rcsult in ccllular dysfunction, it is conccivablc that thc lipid and 

oxidative damage ohserved in untreated patients NPC1 may he involved, at least in part, to 

tissue damage encountered in these patients. Carbonyl groups content is the most common 

parameter used as a biomarker of severe oxidative damage to proteins and is considered an 

carly and stablc markc of protcin oxidation (Lcvinc ct al, 1990), both in vitro and in vivo 

(Stadtman and Berlett, 1997). 
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Evidence both in experimental and clinicai studies has suggested the involvement of 

oxidativc strcss and ROS in thc dcvclopmcnt of Lysosomal Storagc Discascs (LSDs). 

A decrease in Na +, K + -ATPase activity has heen ohserved as a response to 

treatment with U18666A. Previous studies in mice showed a decrease in Na+, K+-ATPase 

activity in neuronal and liver stmctures (Comelius, 1995; 2001), which match the present 

rcsults. Changcs in Na+, K+-ATPasc, in thc prcscncc of non-lcthal ccll damagc, activatcs 

the neuronal injury apoptosis cascade prohahly hy changing the homeostasis of the ion K+ 

(Wang et al., 2003). 

Thcsc data highlight an incrcasc in lipid pcroxidation and production of rcactivc 

oxygcn spccics and, conscqucntly, lcad to a dccrcasc in cnzymatic antioxidant strcssors. 

Changes in these parameters show an important involvement in the pathophysiology 

of the NPC disease, as well as in other diseases previously analyzed, and may he the target 

of research for other neurodegenerations. The results hereby presented enable concluding 

that U 18666A, by storing cholcstcrol in young-rat astrocytc culturcs, impactcd paramctcrs 

similar to thosc tound in NPC in humans and in othcr animais both in vitro and in vivo . 

Therefore, U18666A is shown to he a good agent to mimic NPC in astrocyte cultures for 

biochemical studies of this disease. 
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Figure Captions 

Fig. 1. Effect of U18666A on thioharhituric acid reactive suhstances (TBARS) in astrocytes 

from 0-3-day-old rats. Values are expressed as nmol/mg protein. Statistically significam 

diftcrcnccs from control wcrc dctcrmincd by ANOVA followcd by Tukcy's tcst: *p<0.05, 

**p<0.01. We used 6 animal per group for each one. 

Fig. 2. Effect of U18666A on protein sulphydryl groups in astrocytes from 0-3-day-old rats. 

Values are expressed as nmol/mg protein. Statistically significant differences from control 

were detennined by ANO VA followed by Tukey's test: *p<O.OOOl. We used 6 animal per 

group for cach onc. 

Fig. 3. Effect of U18666A on carhonyl formation in astrocytes from 0-3-day-old rats. 

Values are expressed as nmol/mg protein. Statistical analyses for the control were 

detennined by ANOVA followed by Tukey's test: *p<0,04. We used 6 animal per group for 

each one. 

Fig. 4. Effect of U 18666A on nitric oxide (NO) production in astrocytes from 0-3-day-old 

rats. Valucs are cxprcsscd as nmol/mg protcin. Statistically significant diftercnccs from 

control were determined hy ANOVA followed hy Tukey's test: *p<0.0008. We used 6 

animal per group for each one. 

Fig. 5. Effect of U 18666A on superoxide dismutase in astrocytes from 0-3-day-old rats. 

Valucs are cxprcsscd as nmol/ mg protcin. Statistically signiticant ditfcrcnccs trem control 
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were determined by ANOVA followed by Tukey's test: *p<0.0119. We used 6 animal per 

grou for cach onc. 

Fig. 6. Effect o f U18666A on the acti vities o f the antiox idant enzymes catalase in astrocytes 

from 0-3-day-old rats. Values are expressed as nmol/ mg protein. Statistically significant 

diftercnccs from control wcrc dctcrmincd by ANOVAfollowcd by Tukcy's tcst: *p<0.0045. 

We used 6 animal per group for each one. 

Fig. 7. Effect of U18666A on the activities of Na+, K+-ATPase in astrocytes from of 0-3-

day-old rats. Values are expressed as nmol/mg protein. Statistically significant differences 

wcrc dctcrmincd by ANOVA followcd by Tukcy's tcst: *p<0.0021. Wc uscd 6 animal per 

grou for each one. 

65 



FIGURE 1 

1 

~ 

1: 

.l!l 1 o 
C/) ... 
a: C.. 
<(C) 
ID E 
1---

õ 
E 
s 

* 

66 



FIGURE2 

* 

67 



FIGURE3 

* 

68 



FIGURE4 

:ê'1 
" " 't:IÕ ')( c. 
o tll 1 
.51 E .=;;;; 
·- o z E 

g 

* 

69 



FIGURES 

1 

'2 
.!l 1 e o a. 

O e> 
<!)_§ 

õ 
E 
s 

70 



FIGURE6 

* 

71 



FIGURE7 

'2 
m:§ 
111 o 
ll. ... 
1-0.. 
<t;Cl 
~_§ 
liiõ 
z E 

1: 
....... 1 

* 

72 



5. CAPÍTULO lll 

Artigo: Endosomal accumulation of lipids in UJ8666A- induced NPC leads to 

hyperphosphorylation ofGFAP and VIMENTIN in culture (~f astrocytes. 
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Abstract 

U18666A is a drug that had heen used in severa! models hoth in vivo and in vitro 

to mimic Niemann-Pick type C disease (NPC). MK-801 is an uncompetitive NMDA (N­

Methyl-D-aspartate) receptor, a receptor of glutamate which is one of the hrain's primary 

neurotransmitters. Recent studies have reported the toxicity of glutamate on neuron cells 

(excitotoxicity). The goal of the present study was to observe the hyperphosphorylation of 

intermediate filaments (GFAP and vimentin) in astrocyte cultures from Wistar rats O to 3 

days old. These analyses were carried out using four different groups hased on whether or 

not they used the U18666A drug or MK-801. Analyses in these groups show that 

U18666A, aftcr causing an incrcasc in ccll cholcstcrol, lcads to hypcrphosphorylation of thc 

intermediate filaments, both GFAP and vimentin. However, MK-801, being an NMDA 

antagonist and acting on the glutamate receptors, was shown to inhibit the excitotoxicity 

caused by U 18666A. The results obtained may enable inferring that substances that 

decrease the excitotoxicity caused by the higher cholesterollevels observed in N PC, such 

as the NMDA receptor antagonist MK-801, can be viable tools to aid in the treatment of 

neurodegenerative diseases related to glutamatergic excitotoxicity. 

Key-words: Ul8666A, Nicmann-Pick discasc, cholcstcrol, glutamatc, intcrmcdiatc 

filaments 
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1. lntroduction 

Nicmann-Pick typc C discasc (NPC) is charactcrizcd as a ncurodcgcncrativc discasc 

caused hy changes in lipid metaholism, particularly of cholesterol. Cholesterol levels are 

highly regulated among neurons and glia and changes in lipid metaholism, especially of 

cholesterol, lead to an imbalance that may cause diseases, among which NPC (Karten et al., 

2009; Vancc ct aL, 2005). Lipoprotcins and cholcstcrol in thc central ncrvous systcm (CNS) 

do not come from peripheral hlood, hut are instead synthesized hy glial cells, mainly 

astrocytes (Hayashi et al., 2011). 

Glial fibrilary acidic protcin (GFAP) is thc main intcrmcdiatc filamcnt (IF) of mature 

astrocytcs, thus it is considcrcd a markcr for thcsc cclls. Vimcntin is thc IF cxprcsscd in 

mesenchymal cells, hesides heing found in immature astrocytes (Alherts et ai., 2008). Tt is 

important to point out that cells with no vimentin IF are unahle to carry LDL cholesterol 

derived from low-density lipoproteins from their lysosomes to the endoplasmic reticulum 

(ER) (Sarria ct aL, 1992), rcsulting in a phcnotypc similar to that obscrvcd in NPC cclls. 

GFAP' s main stmctural role in astrocytcs has bccn long known. Howcvcr, in rcccnt 

years, it has heen shown to he important in several astrocyte functions such as regeneration 

after pathological processes, synaptic plasticity, reactive gliosis, shape maintenance, cell 

migration, and as thc targct of signal transduction pathways. Morcovcr, GFAP takcs part in 

an elahorate communication system hetween astrocytes and neurons (Middeldorp and Hol, 

2011). 

Several diseases cause an increase in GFAP express10n, sue h as Alzheimer' s 

discasc, cnccphalomyclitis, multiplc sclcrosis (Eng and Ghirnikar, 1994 ), and Alcxandcr 

disease (Middeldorp and Hol, 2011 ). On the other hand, studies with GFAP knockout 
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animals have shown that the lack of this protein seems to make astrocytes less efficient in 

dcaling with acutc statcs of CNS lcsions (Pckny and Pckna, 2004 ). 

IFs are the largest components of the cell cytoskeleton and are actively associated 

and disassociated via the phosphorylation-dephosphorylation cycle (Klymkowsky, 1995). 

A decrease in phosphorylation of soluble vimentin and an increase of insoluble 

vimcntin has bccn obscrvcd in human tibroblasts with NPC (Waltcr ct al., 2009), which lcd 

to an imhalance in the vi mentin association-di sassoci ation cycle. Thi s results in a state of 

dephosphorylated polymerized filaments (insoluble vimentin) and small depolymerized and 

phosphorylatcd units (solublc vimcntin) (Klymkowsk--y, 1995; lnagaki ct al.,1997; Eriksson 

ct al., 2004 ). This imbalancc may occur duc to thc inhibition of scvcral kinascs, such as 

protein ldnase C (PKC), which has heen associated to vimentin phosphorylation (Tvaska et 

ai., 2005). 

Dizocilpine, also known as (+ )5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzoLa,bj-

cyclohcptanc-5-10-iminc, or MK-801, 1s an uncompctitivc antagonist of N-Mcthyl-D­

aspartatc (NMDA), a glutamatc receptor. NMDA is onc of thc brain' s most important 

excitatory neurotransmitters. Studies have reported glutamate toxicity on neuron cells 

(excitotoxicity) and that the use of antagonists of the NMDA receptor (such as MK-801) 

might havc a ncuroprotcctivc cffcct in scvcral situations sincc thcy lowcr thc activation of 

glutamatergic receptors (Luby et al., 1959; Korpi et ai., 1987). 

NMDA receptor antagonists, including MK-801, have been extensively studied for 

use in the treatment of diseases with excitotoxicity components, such as stroke, traumatic 

brain injury, and ncurodcgcncrativc discascs such as Huntington's discasc, Alzhcimcr's 

disease, and amyotrophic lateral sclerosis. MK-801 has heen effective in protecting neurons 
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in cell cultures and in the excitotoxic neurodegeneration in animal models (Mukhin et ai., 

1997; Ayala and Tapia, 2005; Kocaeli et al., 2005). 

Phenotypes similar to NPC can he induced using severa! pathways and drugs, 

among whkh 3-~-[2-(diethylamino)ethoxy]androst-5-en-17-one (U18666A). This drug has 

been used to mimic the NPC phenotype, thus causing cholesterol accumulation in the 

intracellular spaces of treated cells, similar to human fibroblasts with NPC (Vanier, 2010; 

Wang et ai., 201 O; Neufeuld et ai., 1999; Lange et ai., 2002; Copetti-Santos, 2015). 

The present study aimed to study the phosphorylation of GFAP and vimentin and 

lhe reversion of these settings after adding MK-80 I to cultures of astrocytes with 

Ul8666A-induced NPC phenotype. 

2. Materiais and Methods 

2.1. Animais 

Pregnant Wistar rats (200-250 g) were obtained trom the breeding stock of lhe 

Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS). Rats were maintained on a 12 h/12 h 

photoperiod in a colony room with constant temperature (22 °C), with food and water at 

libitum. The animais were observed on gestational day 22. As soon as delivery finished, 

mothers and pups wcre sacrificcd by dccapitation without anesthcsia. The experimental 

protocol followed the ''Principies of Lahoratory Animal Care" (NHT puhlication 85-23, 

revised 1996) and was approved by the Ethics Committee for Animal Research of the 

Federal University of Rio Grande do Sul (number 18266). Ali efforts were made to 

minimize the numbcr of animais used and thcir sutfering. 

2.2. Cortical Astrocyte Cnlture 
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Astrocyte primary cultures were prepared from the cerebral cortex of newbom (0-3-

day old) Wistar rats as dcscribcd by Loureiro ct al. (2010). Brictly, rats wcrc dccapitatcd, 

hrain structures were removed, and the meninges were carefully stripped off. Mechanically 

dissociated cells were plated in Dulhecco's modified Eagle's medium (DMEM)/1 0% FBS 

(pH 7.4) supplemented with glucose (33 mM), glutamine (2 mM), and sodium bicarbonate 

(3 mM) in a 15.6 and 34.8 mm diamctcr wcll (6- and 24-wcll platc) (Corning Inc., Ncw 

York, New York) previously coated with polyornithine (1.5 ~lg/mL, Sigma, St. Louis, MO). 

After astrocytes reached confluence, the culture medium was removed by suction 

and thc cclls wcrc incubatcd for 1 h at 37 oc in an atmosphcre of 59i_, C02 in DMEM 

without fetal bovinc scrum (FBS) in thc abscnce (controls) or prcsencc of Ul8666A at a 

dose of 0.25 JlglmL for 48 h as descrihed helow. To evaluate glutamatergic involvement on 

NPC astrocytes, cells were pre-incuhated in the presence of the NMDA antagonist MK-801 

(50 j..!M) for 30 min before U 18666A treatment (Copetti-Santos et al., 2015). 

2.3. Drug Treatment 

In arder to investigatc thc ctfccts of Ul8666A-induced cholcstcrol accumulation 

and of MK-801 on the hyperphosphorylation of intermediate filaments, the astrocyte 

cultures were treated as follows: group 1 = cultures with no added drug (controls); group 2 

= culturcs addcd with Ul8666A (0.25 jJg/mL) (trcatcd group); group 3 = culturcs with MK-

801 (50 j..!M) added to the medi um; and group 4 = cultures with U18666A and MK-801 (50 

j..!M) added to the medium. All culture plates were incubated for 48 h. Cell cultures 

containing over 95% GFAP-positivc cclls wcre used in all trials. 

2.4. In Vitro Phosphorylation 
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Astrocytes were incubated for 24 h in the presence or absence of U 18666A, then the 

mcdium was changcd and incubation for 1 h was carricd out at 30°C with 1,000 mL of a 

medium containing 124 mM NaCI, 4 mM KCI, 1.2 mM MgS04, 25 mM Na-HEPES (pH 

7 .4), 12 mM glucose, and 1 mM CaCI 2 and the following protease inhihitors: 1 mM 

benzamidine, 0.1 mM 1eupeptin, 0.7 mM antipain, 0.7 mM pepstatin, 0.7 mM chymostatin, 

and 10 mCi e2P]- orthophosphatc with or without addition of U18666A (0.25 flg/mL). In 

the experiments designed to study signaling mechanisms, cells were pre-incuhated for 30 

min in the presence or absence of 50 11M MK-801. The labeling reaction was nonnally 

allowcd to procccd for 1 h at 30 oc and stoppcd with 1 mL of cold stop bufter (150 mM 

NaF, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, Tris-HCI, 50 mM, pH 6.5, and thc protcasc inhibitors 

descrihed ahove). Cells were then washed tw1ce hy decantation with stop huffer to remove 

excess radioactivity. Next, preparations of TF-enriched high-salt Triton-insoluhle 

cytoskeleta1 fraction were obtained from striatal primary astrocytes , as described by 

Funchal ct al. (2003). Brictly, cclls wcrc homogcnizcd in 200 flL of icc-cold high-salt 

buftcr containing 5 mM KH2P04 (pH 7.1), 600 mM KCl, 10 mM MgCh, 2mM EGTA, 1% 

TritonX-1 00, and the protease inhihitors descrihed ahove. The homogenate was centrifuged 

at 15,800 x g for 10 min at 4 oc in an Eppendorf centrifuge and the supernatant was 

discardcd. Thc Triton-insolublc IF-cnrichcd pcllct, containing GF AP and vimcntin, was 

dissolvtXl in 1% SDS and protein concentration was determintXlusing the method hy Lowry 

et al. 

2.5. Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

Thc cytoskclctal traction was prcparcd as dcscribcd abovc. Equal protcin 

concentrations were loaded onto 10% polyacrylamide gels and analyzed hy SDS-PAGE 
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(Laemmli, 1970). After drying, the gels were exposed to T-MAT films at -70°C with 

intcnsifying scrccns and finally thc autoradiograph was obtaincd. Cytoskclctal protcins 

were quantified hy scanning the films with a Hewlett-Packard Scanjet 61 OOC scanner and 

optical densities were determined with an Optiquant version 02.00 software (Packard 

lnstrument Company). Density values were obtained for the proteins studied. 

2.6. Statistical Analysis 

Data were statistically analyzed hy one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by the Tukey-Kramer multiple comparison test when the f test was significant 

and necessary. All analyses were performed using the SPSS software program on an IBM­

PC compatiblc computcr. 

3. Results 

Initially, thc cffccts of Ul8666A on astrocytc ccll culturcs trom Wistars rats O to 3 

days old on thc cndogcnous phosphorylation systcm associatcd with cnrichcd cytoskclctal 

JF fractions from the cerebral cortex regarding hoth vimentin and GFAP were studied. 

Astrocyte cultures in contact with U 18666A showed an increase in IF protein 

hypcrphosphorylation whcn comparcd with thc control cclls (drug frcc) . Thcsc analyscs 

indicate that phosphorylation increased hoth in GFAP and insoluhle vimentin hy nearly two 

fold, as shown in Fig. 1, with a significant difference (GFAP = p<0.0001; vimentin = 

p<0.0001). Western blot analyses on the IF subunits confinn that the cells in contact with 

Ul8666A do undcrgo hypcrphosphorylation (Fig. 2). Thcsc rcsults wcrc obscrvcd duc to 

the addition of 32P hoth in vimentin and in GFAP. 
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Subsequently, cells cultured drug free were put in contact with MK-801, an 

uncompctitive NMDA antagonist, and it was observcd that this agent tends to does not alter 

the phosphorylation, remaining at normal leveis, driving it to even lower leveis than in the 

control cells, which shows a significant difference when the GFAP JFs are analyzed 

(p<O.OOOl) (Fig 3). 

Concomitantly, eulturcs of astrocytcs treated with U18666A wcrc also put in 

contact with MK-801 and protein phosphorylation did not increase regarding hoth GFAP 

and insoluble vimentin. That shows that MK-80 1 inhibits the action o f the drug U 18666A, 

thus preventing hyperphosphorylation of thc FI insolublc (Fig 3). 

4. Discussion 

U 18666A (3-~-L2-(diethylamino)ethoxyjandrost-5-en-17-one) , a hydrophobic 

amine, has becn used to mimie NPC in human and animal tissues, among which: tibroblasts 

of newborn rats (Bicrkamper and Ccnedclla, 1978), fibroblasts ofNPC-frcc humans (Langc 

et ai. 2002), NPC knockout mice (NPc'·) (Sáez et al., 2013), and Wi star rat astrocyte 

cultures (Copetti-Santos et al. , 2015). 

Considering that, from the dcvclopmcnt of thc NPC phcnotypc with U18666A, 

changes have already heen ohserved in the activity of lysosomal hydrolases which are also 

changed in human NPC (Copetti-Santos et al., 2015) and that changes have already been 

observed in the cellular cytoskeleton in human NPC (Walter et al., 2009), the aim of this 

study was to observe that these changes are present in Ul8666A-induccd NPC astrocytc 

cu I tures. 
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ln the present study, first hyperphosphorylation was observed in cytoskeleton lF 

both in GFAP and insolublc vimcntin in culturcs of U18666A-induccd NPC astrocytcs. 

Kodam et al. (201 0) also ohserved an insoluhle hyperphosphorylation of vimentin in the 

hippocampus of mice NPCl -f-. The same was also ohserved hy Walter et al. (2009) in 

human fibroblasts with NPCl. 

As to GFAP, our results also agree with the literature. Hovakimyan et al. (2013) 

obscrvcd an incrcasc of this protcin insolublc phosphorylatcd in thc olfactory bulb and 

Luan et al. (2007) and Bae et al. (2005), had the same result in astrocytes, hoth worked in 

an experimental model of N PC 1 · f · mice. 

Thc intcrmcdiatc filamcnts wcrc also studicd in othcr ncurodcgcncrativc discascs. 

An increase in GFAP insoluhle??? phosphorylated was ohserved in Alzheimer's disease 

(Ning et al., 2014) and Parkinson's disease (Thornton et al. , 2012) and Huntington's disease 

(Picrozan ct al., 2014) and induccd ncurodcgcncration ditcluridc (Hcimfarth ct al., 2008). 

Vimcntin insolublc phosphorylatcd also provcd to bc incrcascd in Alzhcimcr discasc (Lcvin 

et al., 2009), Huntington disease (Pierozan et al., 2008) and neurodegeneration induced 

diteluride (Heimfarth et al., 2008). 

These results were supported hy the evidence that phosphorylation may regulate the 

dynamic properties of lF, thus leading to a reorganization o f the lF network (lnagaki et al., 

1996b). In addition, thc pathological hypcrphosphorylation of thc cytoskclctal protcin is 

tought to bc rclatcd to ncuronal damagc and formation of aggrcgatcs of cytoskclctal 

elements in different cell compartments, which can he considered a commom characteristic 

of some neurodegenerative diseases (Petzold, 2005). 
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Among the receptors involved in excitotoxicity, the NMDA receptor (NMDAR) 

stands out as thc main onc taking part in this phcnomcnon. Astrocytc culturcs in contact 

with MK-801, since it is an uncompetitive NMDA antagonist, enahle full prevention hy 

lowering hyperphosphorylation leveis and leading to regular phosphorylation leveis in the 

lFs both in vimentin and GFAP. This neuroprotective action has been also observed in 

cortical cclls using MK-801, which inhibits thc action of NMDA (Parsons ct al., 1995; 

Palmer et ai., 1997). 

Hyperphosphory1ation of lFs caused by the U 18666A-induced cholesterol 

accumulation, was prcvcntcd by MK-801, thus showing thc cytotoxic cffccts involvcd in 

cytoskclcton protcin dcrcgulation. As shown in this study, MK-801 fully prcvcntcd 

hyperphosphorylation hoth in vimentin and GFAP. Therefore, the mechanisms that led to 

JF hyperphosphorylation were likely the ones dependent on the NMDA receptor, 

supporting U 18666A as a glutamatergic agonist that acts on the cytoskeleton, besides being 

dircctly linkcd to thc incrcasc in cholcstcrol. 

Thc rcsults obtaincd may cnablc infcrring that substanccs that dccrcasc thc 

excitotoxicity caused hy the higher cholesterollevels ohserved in NPC, such as the NMDA 

receptor antagonist MK-80 1, can be viable tools to aid in the treatment of 

ncurodcgcncrativc discascs rclatcd to glutamatcrgic cxcitotoxicity. 
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Figure Legends 

Figure 1- Effect of U18666Aon the phosphorilation of FI of (A) GFAP and (B) vimentin in 

lhe cytoeskelctal fraction from rats' astrocytcs cultures. Ditfcrcnt statistically significam 

from wntrol were determined hy Student t test: *p<0.0001, t=6.86 (A), t=6.66 (B). We used 

a n = 6 per group for each experimcnt. 

Figure 2- Coomasie hlue stained mole<:ular weight standards, representative stained gel of a 

contrai (C) and treated samples (T), corresponding autoradiograph, and western blot for 

vimcntin and GFAP. Equal amounts of thc cytoskelctal fraction (50f1g) from control and 

trcatcd samplcs werc mn in 7,5% polyacrylamide gcl elcctrophoresis. MW: molecular 

weight standard proteins: WB: Western hlotting. We used a n = 6 per group for each 

experiment. 

Figure 3- Etfcct o f MK 80 I and U18666A on thc phosphorilation o f FI o f (A) GFAP and 

(B) vimentin in the cytocskelctal traction from rats' astracytes cultures. Ditfcrcnt 

statistkally signifkant were determine<.\ hy ANOVA followed hy Tukey's test: p<0.0001. 

* Different fram contrai, # different fram control, MK-80 1 and MK-80 1 + U 18666A. We 

used a n = 6 per group for each expcriment 
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6. DISCUSSÃO 
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A doença de Niemann Pick Tipo C (DNPC) é uma doença rara, crônica, 

caracterizada por uma desordem progrcsstva no transporte intracelular de lipídios 

(Ttturriaga et ai., 2006; Patterson et al., 2001; Vanier et ai., 201 0). Ela envolve o acúmulo 

de colesterol não esterificado e glicoesfingolipídios em lisossomos intracelulares de vários 

tecidos, principalmente o fígado, baço c cérebro (Héron ct al., 2012; Pattcrson ct al., 201 O; 

Pineda et ai., 2010). 

O colesterol é um componente essencial do Sistema Nervoso Central (SNC) e 

existem evidências que sugerem uma associação entre a disfunção do metabolismo do 

colesterol no cérebro e o aparecimento de perturbações neurodegenerativas (Dietschy, 

Turley 2004). Alguns estudos sugerem que, in vivo, o colesterol no SNC seja derivado de 

astrócitos e então enviado para os neurônios maduros (Nieweg et ai., 2009). 

O propósito desse estudo foi mimctizar o acúmulo de colesterol em astrócitos de 

ratos jovens, como aquele que ocorre na DNPC, pela adição da droga U18666A, 

observando seu efeito sobre as atividades de hidrolases lisossomais, alguns parâmetros de 

estresse oxidativo e o metabolismo energético e sobre o citoesqueleto celular, no intuito de 

verificar alterações bioquímicas que possam contribuir para o entendimento dos 

mecanismos responsáveis pelo dano cerebral apresentados por indivíduos com DNPC. 

O acúmulo de colesterol foi induzido em cultura de astrócitos de ratos de idade 

entre O a 3 dias com a adição de Ul8666A. Essa droga já foi utilizada para mimificar a 

doença de DNPC em modelos animais em outras células que não os astrócitos (Liscum and 

Faust, 1989: Underwood et ai., 1996) e em camundongos knockout NPc'· (Sáez et ai., 

2013). 
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Em um primeiro momento, adaptamos a dose e o tempo de exposição dos astrócitos 

à droga, de modo a observarmos um aumento significativo de colesterol. Para tanto, 

utilizamos 5 doses de U18666A: O, 1: 0,25: 0.5: 1 e 2pg/mL e 3 tempos de exposição: 24, 

48 e 72 horas. A dose de 0,25 pg/mL e o tempo de 48 horas foram escolhidos porque após 

esse período e com dosagem maior, o aumento ocorrido não foi significativamente 

diferente. Chcung et al. (2004), quando utilizaram altas doses de U18666A em culturas de 

neurônios corticais de roedores, observaram um aumento significativo na probabilidade de 

ocorrer apoptose celular. Com isso, esses autores optaram por usar doses e tempos de 

incubação similares aos do nosso estudo, não observando assim, morte celular. Estes 

achados, portanto, reforçam a dose c o tempo escolhido em nosso trabalho. 

A verificação da presença de colesterol nos fibroblastos de pacientes com DNPC é 

realizada pelo teste de Filipin. Este teste consiste em verificar a presença de colesterol 

acumulado no espaço perinuclear e compará-la com amostras de indivíduos normais. Ao 

final desta técnica, é realizada uma observação subjetiva, em microscópio de tluorcseência, 

do colesterol acumulado. Com o objetivo de transformarmos esta visualização em um 

método mais objetivo, nós associamos esta fluorescência com o número de pixels gerados, 

através de um programa de computador, o CellM. Este método, mostrou-se prático e não 

subjetivo. Essa técnica mostrou uma diferença significativa entre o acúmulo de colesterol 

não esterificado intralisossomal em células controle e aquelas contendo a droga. 

No ensaio de quantificação de colesterol intracelular usando o kitAmplex® Red 

Cholesterol (Molecular Probe ), demonstrou-se que os astrócitos tratados com U 18666A 

tinham um maior acúmulo de colesterol não csterificado intralisossomal do que as células 

controle (não tratados com a droga). O nível médio de colesterol observados nas células 

controle foi 25,7 mg de colesterol I mg de proteína, o que corresponde a um pouco menos 
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de duas vezes o nível de colesterol acumulado nas células incubadas com U18666A (54,2 

mg de colesterol I mg de proteína). Este kit foi usado por Tangemo et al (Tangemo ct al., 

2011) para quantificar o colesterol livre e colesterol não esterificado intralisossomal 

contido em fibroblastos de pacientes DNPC. Estes pesquisadores observaram que em 

células de pacientes com DNPC havia mais colesterol acumulado (3 vezes mais) do que 

naquelas de indivíduos normais. Estes resultados estão de acordo com os resultados aqui 

observados. 

Os níveis de colesterol observados com o programa Cell-M corresponderam aos 

níveis de colesterol observados na quantificação usando o kit Amplex® Rcd Cholcstcrol, o 

que demonstra que o uso de um programa apropriado para quantificar a tluorcscência do 

teste de Filipin fornece uma quantificação segura dos níveis de colesterol. Isto sugere que o 

ensaio tem o potencial para auxiliar no diagnóstico da doença de DNPC em células 

cultivadas. 

Doenças Lisossomais de Depósito, dentre as quais se inclui a DNPC, são entendidas 

como uma conscquência de mutações que resultam em síntese reduzida de enzimas 

lisossomais levando ao acúmulo de lipídios nesta organela celular. Em nosso estudo nós 

medimos a atividade de enzimas lisossomais associadas com a degradação de lipídios: 

esfingomiclinasc (ASM), ~-glicosidasc (GBA) c ~- galactosidasc (GLB). A atividade 

dessas enzimas está alterada em humanos com doença de Niemann-Pick tipo A e B, doença 

de Gaucher e Gangliosidose GM1 , respectivamente (Vanier et al., 1991, Züman et al., 

1991: Suzuki et al., 1991). 

Percebemos que a atividade da ASM em astrócitos contendo Ul8666A foi reduzida, 

significativamente, em relação aos astrócitos controles sem atingir níveis próximos a zero 

como ocorre na Doença de Niemann-Pick tipo A ou B. Estes resultados foram compatíveis 
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com aqueles que demonstraram uma atividade reduzida da ASM em cultura de fibroblastos 

de pacientes com DNPC (Pcntchev et al. , 1987; Vanier, 1988; Vanicr, 1991), 

demonstrando, portanto, que nosso modelo mimetizou as condições patológicas humanas 

neste sentido. Conforme Reagan (2000) é evidente que a regulação de ASM não é 

simplesmente obtida através da redução da quantidade de enzima por meio de transcrição 

ou tradução. Em vez disso, as concentrações elevadas de colesterol livre intracelulares 

parecem alterar eventos de processamento e I ou tráfico críticos para a atividade da ASM 

ou induzir mudanças alostéricas que tornam a enzima inativa. Este regulamento pós­

transducional mediado por colesterol parece estar envolvido diretamente na compreensão 

das vias rcgulatórias complexas que participam da homeostase do colesterol intracelular c 

da esfingomielina. 

A atividade da enzima GBA em astrócitos de ratos também foi comparada entre 

amostras controle e amostras positivas para DNPC, e encontramos uma diferença 

significativa entre os dois grupos. Amostras de astrócitos DNPC mostraram uma 

diminuição significativa nos níveis de GBA. Isso também tinha sido observado em estudos 

anteriores em fihroblastos de pacientes com DNPC (Vanier et ai, 1980; Besley e Moss, 

1983 ), o que demonstra também uma conformidade com o modelo empregado no presente 

trabalho. Esta diminuição, embora menor que aquela encontrada na doença de Gaucher, 

provavelmente deve-se à degradação acelerada da gli cocerebrosidase madura, ao invés da 

diminuição na sua produção como aquela provocada pela mutação no gene GBAl 

responsável pela doença de Gaucher (Salviolli et aL, 2004). 

Em relação à atividade da enzima GLB não foi observada diferença significativa 

entre os grupos controle e tratado em astrócitos de ratos. Em fihroblastos humanos, até o 

momento, não foi observado uma diferença significativa na atividade da GLB quando 
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comparado com a atividade em fibroblastos de pacientes com doença de Niemann Pick tipo 

c. 

Estes resultados acima demonstraram que o modelo de DNPC em astrócitos de ratos 

jovens pela adição da droga U18666A, foi adequado para mimetizar a doença e que quando 

analisamos as atividades de enzimas que estão envolvidas com a degradação de lipídios 

acumulados nesta patologia, se mostrou compatível com os resultados observados em 

humanos. 

O colesterol e a enzima Na+, K+-ATPase são dois componentes indispensáveis na 

membrana plasmática de mamíferos. A Na+, K+-ATPasc regula o transporte 

transmcmbrana em manútcros c é um receptor de esteróides cardiotônicos cndógcnos. As 

cavéolas consistem em um subconjunto dos 

proteína caveolina (Parton e Simons, 2007). Esses 

definidas pela presença da 

são formados a partir da 

interação entre esfingolipídios, colesterol e proteína (Schoner e Scheiner- Bobis, 2007; 

Simon c Gcrl, 201 0). Essa complexa composição lipídica da membrana plasmática c a 

formação dos microdomínios lipídicos específicos regulação da Na+, 

K+ -A TPase, indicando que essa enzima pode estar associada com "caveolae/rqfts", 

mostrando uma importante função do colesterol na regulação da Na+, K+-ATPase 

(Cornclius, 2008). 

Um decréscimo na atividade da Na+, K+-ATPase em células tubulares renais LLC­

PKl (camundongos BALB/c +/npcníh) já foi observado em resposta ao tratamento com 

U 18666A. Estudos prévios em camundongos NPCl-r- mostraram também um decréscimo 

na atividade de Na+, K+-ATPase em estruturas neuronais e no fígado (Chen et ai., 2011 ). 
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Levando-se isto em consideração, resolvemos testar como estaria a atividade da 

Na+, K+-ATPasc em nosso modelo para DNPC. 

A atividade da Na+, K+-ATPase em astrócitos de ratos jovens submetidos ao 

U18666A apresentou-se diminuída significativamente em relação aqueles em que a droga 

não foi adicionada. Estes resultados, portanto, estão de acordo com aqueles ohtidos nos 

trabalhos citados acima em camundongos com DNPC, mostrando mais uma vez a 

eficiência de nosso modelo. 

Acredita-se que a diminuição na atividade da Na+, K + -ATPase seja pela interação 

entre o colesterol e a Na +, K + -ATPase atuando como um sensor de colesterol na 

membrana plasmática. A intemlpção dessa interação prejudicaria as células na regulação do 

tráfego intracelular de colesterol e consequentemente a síntese desse composto e seu 

metabolismo, permitindo assim uma diminuição na atividade da Na+, K + -ATPase. 

Acredita-se que a morte neuronal provocada pela inibição da Na+,K+-ATPase pode 

ocorrer por vários mecanismos, como excitotoxicidade glutamatérgica e estresse oxidativo 

(Lees, 1991). A recaptação de glutamato pelos astrócitos e pelo neurônio pré-sináptico (em 

menor quantidade) ocorre com co-transporte de sódio. Com a enzima inibida, a 

concentração extracelular de sódio diminui e a receptação de glutamato pode ficar 

comprometida, resultando em estimulação excessiva de receptores glutamatérgicos (Lipton 

c Rosenbcrg, 1994 ). Por outro lado, a estimulação excessiva de receptores de glutamato, 

incluindo o subtipo NMDA, provoca intluxo de cálcio. O aumento intracelular excessivo de 

cálcio pode levar à produção de radicais livres, que pode levar a danos celulares (A vrova et 

al., 1999). 
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As alterações no transporte de neurotransmissores também podem estar relacionadas 

com a morte ncuronal causada pela inibição da Na+,K+-ATPasc, visto que a inibição da 

enzima está relacionada à liberação de neurotransmissores (Jacobson et ai., 1986). Além 

disso, outros estudos indicaram que a inibição da Na+,K+-ATPase, secundária à depleção 

de energia e a produção de radicais livres, na presença de um insulto não-letal, ativa a 

cascata de apoptosc c lesão ncuronal provavelmente, amplificando a mptura na homcostasc 

de potássio (Wang et ai., 2003). Essas evidências sugerem que o envolvimento do estresse 

oxidativo e ROS no desenvolvimento de DLDs, possam estar ocorrendo devido as 

alterações na enzima Na+, K + -ATPasc. Isto nos levou a investigar, no presente estudo, se 

o estresse oxidativo está envolvido com efeitos in vitro causados pela droga Ul8666A em 

culturas de astrúcitos de ratos jovens. 

O cérebro caracteriza-se por ter uma elevada taxa metabólica c baixos níveis de 

antioxidantes, e, por conseguinte, é bastante vulnerável a espécies reativas (Leonard, 2012). 

Atendendo que o cérebro tem uma reduzida capacidade antioxidante, isto faz com que os 

níveis de proteção contra ERO e processos inflamatórios sejam relativamente baixos 

(Lconard, 2012). Em função disso, é importante considerar que existem fündamcntalmcntc 

três reações que são relevantes para o dano celular. A primeira diz respeito à 

lipoperoxidação das membranas, a segunda seria a própria mudança oxidativa nas proteínas 

e, por último, a reação que envolve lesões que podem ocorrer ao nível do DNA (Oliveira e 

Schoftcn, 2010) inclusive aquele do complexo mitocondrial. Isto poderia levar à dcpleção 

de energia e servir como uma fonte de espécies reativas, causando os danos oxidativos e 

comprometimento da função celular em vários locais alvo (Milusheva et al., 2010). 

O tratamento de culturas primárias de neurônios corticais com Ul8666A pode cau-
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sar apoptose secundária devido ao aumento no ERO (Cenedella, 2009). O estresse 

oxidativo já foi observado em fibroblastos, critrócitos c plasma de humanos com DNPC 

(Zampieri et al., 2009; Ribas, et al., 2012) 

Um importante alvo dos estudos biológicos sobre o estresse oxidativo é o óxido 

nítrico (NO). Ele desempenha um papel regulador e, em condições normais, é produzido 

cndogcnamcntc por várias células (Wci ct al., 2003), entre as quais os ncurónios (Prast c 

Philippu, 2001 ). O NO é um dos principais mensageiros inter I intracelular, dentro e entre 

dos neurónios no sistema nervoso periférico e no SNC (Duncan e Heales, 2005). No SNC, 

o NO int1ucncia a liberação de ncurotransmissorcs c processos sinápticos (Contcstabilc, 

2000) c parece estar envolvido, como um mediador intracelular na morte celular induzida 

por neurotoxina (Dawson et ai., 1991). Vários modelos neurotóxicos mostram que o NO 

induz a morte de culturas de neurfmios dopaminérgicos e que este processo de morte celular 

envolve o aumento do estresse oxidativo (Deluner et al., 2000; Mattews et al., 1997; 

Muiswinkel et al., 1998), promovendo assim mecanismos patogênicos envolvidos em 

processos neurodegencrativos. O mecanismo exato através do qual o NO contribui para 

certas doenças neurodegenerativas ainda não foi completamente entendido. 

Nosso estudo mostrou um aumento na produção do NO. Esses resultados 

confirmam o que já havia sido considerado por outros autores em condições fisiológicas 

onde o aumento nas concentrações de NO causou lesão celular, visto que promoveu a 

formação de radicais livres favorecendo os danos do estresse oxidativo (Wci ct al., 2003). 

Além disso, a produção excessiva de NO pode contribuir para um processo denominado 

excitotoxicidade glutamatérgica que é descrita como uma condição resultante da liberação 
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excessiva de glutamato e a consequente entrada de cálcio no terminal pós-sináptico e 

ativação de NOS cálcio-dependente. 

A excitotoxicidade parece ser responsável por grande parte do dano cerebral que 

ocorre em várias doenças ncurodcgcncrativas (Duncan c Hcalcs, 2005). A máxima 

atividade da NOS depende da sua localização. Essa enzima está localizada em invaginações 

especializadas da membrana plasmática, as cavéolas. O RNA- mensageiro da caveolina é 

hipcr-rcgulado quando a entrada do colesterol livre via LDL para a célula é aumentada c a 

regulação do efluxo de colesterol livre pela caveola é mediada pelo RNA mensageiro da 

caveolina (Fielding et ai., 1997). Várias evidências indicam que o aumento da regulação da 

caveolina , em células expostas a altos níveis de LDL- colesterol, resultam diretamente de 

um aumento na transcrição do gene da NOS induzido pelo maior conteúdo celular de 

colesterol (Bist et ai., 1997). 

Enzimas antioxidantes como a CAT c a SOD representam a primeira barreira contra 

as espécies reativas c são essenciais para a sobrevivência da célula (Halliwcll, 2001; 

Remacle, 1992). Tióis (SH) desempenham um papel fundamental na proteção antioxidante 

celular e papéis extracelulares contra o estresse oxidativo (Aksenov e Markeshery, 2001). 

As técnicas usadas no presente estudo mostraram uma diminuição significativa na atividade 

da CAT c na atividade da SOD no córtex cerebral de ratos jovens em contato com 

U18666A. Tais mudanças levam a um aumento significativo em lipídios no córtex cerebral 

(Medeiros et al., 20 12). Estes resultados confirmam o que havia sido relatado por Funchal 

ct al. (2010) em córtex cerebral, hipocampo c cerebelo de ratos quando em contato com 

outras drogas que também causam peroxidação lipídica. O aumento da atividade da SOD e 
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CAT reflete um aumento da resistência ao estresse oxidativo (Barreiros et al. 2006; 

Torsdottir et al., 2010) podendo levar a uma tentativa de restabelecimento da homcostasc. 

A peroxidação lipídica é caracterizada por um aumento na produção de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) como uma conscquência do ataque de ERO 

contra membranas celulares, causando uma perda de seletividade em permuta iônica e a 

liberação do conteúdo de organelas, tais como enzimas hidroliticas lisossomais, e a 

formação de produtos citotóxicos, culminando com a morte celular (Ferreira c Matsubara, 

1997). Uma vez que a membrana celular e a matriz ex tracelular são estruturas vitais para a 

célula, não é surpreendente verificar que as ERO induzem lesões que influenciam a 

extensão de processos patológicos (Bulkley, 1983). 

Observou-se que as culturas de astrócitos que receberam UI 8666A mostraram um 

aumento nos níveis de TBARS, o que indica que a droga induz a peroxidação de lipídios. 

Sendo a DNPC uma doença ncurodcgencrativa, esta era a nossa hipótese, visto que em 

certas doenças ncurodcgcnerativas, tais como na Doença de Alzheimcr c Parkinson já 

foram demonstrados níveis elevados de TBARS (Sundaram, et al., 1996; Nikam et al, 

2009). Esse aumento também foi observado em fibroblastos e plasma de pacientes NPCl 

(Ribas ct al., 2012). 

Astrócitos expostos a U 18666A in vitro apresentaram uma redução significativa de 

grupos sulfidril, reduzindo assim suas defesas antioxidantcs não-enzimáticas. Estudos 

prévios in vitro com organocaalcogcnol também mostram esta redução em grupos SH no 

córtex cerebral, hipocampo e cerebelo dos ratos quando estão sob efeito citotóxico causado 

pelo uso da droga (Funchal et al., 2011). A redução significativa de grupos sulfidril, 
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também foi encontrada em outras doenças lisosossômicas de depósito como a 

Mucopolissacaridosc tipo 11 (Ncgrctto ct al. , 2013). 

Em relação aos grupos carbonila de proteínas, um marcador bioquímica de danos 

oxidativos, foi encontrado um aumento significativo nos astrócitos onde foi adicionada a 

droga, em relação aos astrôcitos controles. Esses dados estão de acordo com aqueles 

observados em plasma de indivíduos com DNPC, sem tratamento , por Ribas ct al (2012). 

Os grupos carbonil são produzidos em cadeias laterais da proteína quando alguns 

aminoácidos (especialmente Pro, Arg, Lys e Thr) são oxidados (DalleDone et al., 2003). 

Estas alterações da estrutura da proteína podem afetar a função de receptores, enzimas e 

proteínas de transporte, resultando numa perda parcial ou completa da füncionalidadc da 

proteína (Ha111well e Gutteridge, 2007). Considera-se que a oxidação prote1ca e llpídica 

pode resultar em disfunção celular. É concebível que o dano, lipídico e oxidativo das 

proteínas, verificado nos astrócitos in vitro c em pacientes não tratados, com DNPC, possa 

estar associado, pelo menos em parte com a lesão tccidual encontrado nos pacientes com 

DNPC. 

A medida do conteúdo de grupamentos carbonila é o parâmetro mais utilizado como 

hiomarcador de dano oxidati vo severo a proteínas, sendo considerado um marcador precoce 

e de oxidação estável de proteínas (Levine et al., 1990) tanto in vitro quanto in vivo 

(Stadtman c Bcrlctt, 1997). Embora a carbonilação de proteínas seja usualmente causada 

por dano oxidativo induzido por espécies reativas, nós não podemos excluir a possibilidade 

de que aldeídos resultantes da peroxidação lipídica possam tamhém induzir a geração de 

carbonilas (DalleDone et al, 2003). 
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Estudos com cérebro de indivíduos com Doença de Parkinson, uma outra doença 

neurodegencrativa, mostraram que muitas subunidades catalíticas do complexo I 

apresentavam níveis elevados de modificac,:ões carhonil, indicativas de oxidação proteica 

(Bueler, 2009). 

Com o lntulto de continuarmos procurando altenl<_;Ões bioquímicas nos astrócltos 

submetidos ao modelo com U 18666A, seguimos estudando o citoesqucleto celular. 

Ao adicionar U 18666A às culturas de astrócitos de ratos e induzirmos um fenótipo 

DNPC às mesmas, observamos uma hiperfosforilação de vimentina insolúvel e de GFAP. 

Trabalhos de Kodam ct al. (20 10) também observaram uma hiperfosforilação de 

vimentina insolúvel em hipo<:ampo de camundongo NPC1·1·. O mesmo foi relatado por 

Walter et al., (2009) em tibroblastos humanos com NPCl. 

Quanto à GFAP, nossos resultados são similares aos resultados encontrados na 

literatura. Hovakimyan ct al. (2013), observaram um aumento desta proteína insolúvel 

fosforilada em bulbo olfatório e Luan et al., (2007) e Bae et al., (2005), tiveram o mesmo 

resultado em astrócitos, ambos os trabalhos em modelos experimental de ratos NPC 1·1·. 

Algumas doenc,:as neurodegenerativas também foram analisadas e demonstraram 

aumento de GFAP, entre essas doenças estão: Alzheimer (Ning et al., 2014), Parkinson 

(Thornton et al., 2012), bem como Huntington (Pierozan ct al., 2014) c neurodegeneração 

induzida por diteluride (Heimfarth et al., 2008). Na doença de Huntington ((Pierozan et aL 

2014), neurodegenerac,:ão induzida por diteluride (Heimfarth et al., 2008), e Doenc,:a de 

Alzheimer (Levin et al., 2009), também observou-se o aumento de vimentina insolúvel 

fosforilada. 
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As propriedades dinâmicas dos Fl, podem ser reguladas pela fosforilação dessas 

proteínas (Inagaki ct al., 1996b), o que pode ser suportado através dos resultados 

encontrados aqui, hem como em outros experimentos já realizados e outras doenças 

neurodegenerativas analisadas anteriormente por outros autores. Além disso, as doenças 

neurodegenerativas têm como característica a formação de agregados de elementos do 

eitoesquelcto em diferentes compartimentos celulares, o que pode estar relacionado 

diretamente com a hiperfosforilação patológica das proteínas do citoesqueleto. (Petzold, 

2005). 

Existem receptores que estão diretamente envolvidos na cxcitotoxicidade, entre eles 

destaca-se o receptor NMDA (NMDAR) como principal receptor envolvido neste 

fenômeno. 

Em nossas culturas de astrócitos, ao colocarmos o MK-801, por este ser um 

antagonista não compet1tivo de NMDA, ohservamos que os níveis de fosforilação 

tomaram-se mais baixos, permitindo assim uma total prevenção e tomando os níveis de 

fosforilação normais dos H, tanto de vimentina quanto GFAP. Essa ação neuroprotetora já 

foi observada em células corticais utilizando MK-801, inibindo a ação do NMDA (Parsons 

et al., 1995; Palmer et ai., 1997). 

A hiperfosforilação dos FI, devido ao acúmulo de colesterol induzido pelo 

U18666A, foi prevenida pelo MK801, demonstrando dessa forma efeitos citotôxicos 

envolvidos na desregulação das proteínas do citoesqueleto. Conforme demonstrado neste 

trabalho, o MK80 1 preveniu totalmente a hipcrfosforilação, tanto da vimcntina quanto de 

GFAP. Portanto, provavelmente os mecanismos que levaram à hiperfosforilação dos FI 
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foram mecanismos dependentes do receptor NMDA, estando o colesterol, cujo aumento foi 

induzido pelo Ul8666A, agindo como um agonista glutamatérgico sobre o citoesquelcto. 

A partir dos resultados obtidos, talvez possamos intuir que substâncias que 

diminuam a excitotoxicidade causada pelo aumento do colesterol, observado na DNPC, a 

exemplo do antagonista do receptor NMDA, MK-801, podem ser ferramentas viáveis para 

auxiliar no tratamento de doenças ncurodcgcnerativas relacionadas à excitotoxicidade 

glutamatérgica. 
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7. CONCLUSÕES 
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De acordo com os objetivos estabelecidos para este trabalho, obtivemos as seguintes 

conclusões: 

Capítulo I: 

1) Após a utilização de U 18666A na cultura de astrócitos, obtivemos uma curva dose­

resposta, sendo a dose de 0.25ug/ml no tempo de 48 horas a estabelecida para mimificar 

aDNPC. 

2) Através do CellM software foi possível verificar o padrão de fluorescência perinudear 

de colesterol, observando-se assim que a quantidade de colesterol em células tratadas 

com a droga U18666A é significativamente mais elevada do que aquela das células 

controle. Esses resultados mostram que este é um hom método para se realizar o 

diagnóstico de acúmulo de colesterol na DNPC. 

3) A quantidade de colesterol não cstcrificado intralisossomal, mostrou uma significativa 

diferença, aproximadamente duas vezes maior, nas células que receberam a droga 

quando comparadas com as células controle, quando utilizamos o Kit Amplex Rcd. 

Esses resultados, foram compatíveis com as análises feitas com o CcllM software. 

4) Após analisarmos a atividade de três importantes enzimas na degradação do 

metabolismo de lipídios observamos que: a atividade da esfingomielinase de astrócitos é 

significativamente menor nas células em contato com a droga (DNPC) em relação às 

células sem a droga (controles); a atividade da beta-glicosidase de astrócitos tratados foi 

significativamente menor do que aquela das células controle e a atividade da beta­

galactosidase não diferiu entre os dois grupos. 
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Capítulo 11: 

1) As técnicas utilizadas para análises de TBARS, carhonila e sulfidril serviram para 

avaliar os danos aos lipídios e as proteínas, demonstrando que: o uso de U18666A nas 

culturas de astrócitos de ratos jovens leva a um significativo aumento de TBARS e 

carhonil, p6rem os níveis de sulfidril demonstram estar significativamente diminuídos 

em astr6citos com a droga. Esses resultados indicam que a droga pode estar levando a 

uma peroxidação lipídica quando comparados com as células controle. 

2) A produção de 6xido nítrico em astr6citos DNPC encontra-se mms elevada em 

comparação com as células controle. Este aumento pode estar diretamente envolvido 

no aumento do estresse oxidativo. 

3) Ocorreu uma redução significativa na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT 

no modelo de DNPC quando comparado com células controle. 

4) A atividade específica da Na+, K+-ATPase em astrócitos de ratos submetidos à droga 

U 18666A estava diminuída significativamente em relação às células controle , o que 

pode indicar uma interação entre o colesterol e essa enzima via neuronal. 
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Capítulo 111: 

1) Culturas de astródtos quando em contato com U18666A, apresentaram um aumento 

significativo, quase duas vezes maior, na fosforilação das proteínas dos F1 quando 

comparados com as células controle (sem a droga). 

2) Análises de Western blot nas subunidades dos FI comprovaram, que as células em 

contato com o U 18666A, realmente sofrem hiperlosforilação. Estes resultados foram 

observados devido ao acréscimo de 32P, tanto em vimcntina insolúvel, quanto em GFAP. 

3) Quando colocamos as células não tratadas com Ul8666A em contato com MK-801, um 

antagonista não competitivo de NMDA, observamos uma diminuição significativa da 

fosforilação de GFAP e nenhuma mudança na fosforilação de vimentina. 

4) Astrócitos tratados concomitantemente com MK-801 e U18666A, mostraram que esse 

antagonista diminui consideravelmente o nível de hiperfosforilação nos Fl, inibindo 

assim a excitotoxicidade ocasionada pelo acúmulo de colesterol. 
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S.PERSPECTIVAS 

114 



Como continuação deste trabalho as seguintes perspectivas são colocadas: 

-A droga U 18666A serve como um excelente agente para mimificar a DNPC, isso serve 

como modelo para futuros estudos com outras células, inclusive fibroblastos humanos a fim 

de esclarecer a DNPC e suas implicações nos diferentes tecidos. 

- Outras enzimas de síntese e degradação de lipídios, como por exemplo a hexosaminidase 

A e a galactocerebrosidase poderão ser analisadas e o efeito do aumento do colesterol, pelo 

U 18666A poderá ser testado. 

- O U 18666A, sendo um excelente inibidor no transporte de colesterol e tendo sido testado 

em culturas de astrócitos de ratos wistar jovens com DNPC, torna-se um excelente agente 

para o estudo de diferentes parâmetros hioquímicos tanto em células com DNPC como em 

<lutras doenças neurodegeneratlvas. 

-Outros agentes, que inibam a excitotoxicidade do Ul8666A, como o MK-801, podem ser 

testados tanto em astrócitos de ratos jovens como em outras células visando futuramente 

auxiliar no tratamento de doenças neurodegenerativas relacionadas a excltotoxlddade 

glutamatérgica. 
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