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RESUMO 

A sulfito oxidase (SO) é uma enzima que catalisa a última reação na rota de 

degradação de aminoácidos sulfurados, a oxidação de sulfito a sulfato. A deficiência da 

SO é um erro inato do metabolismo que pode ser causado tanto pela deficiência isolada 

da enzima como por defeitos na síntese do seu cofator molibdênio, cuja principal 

característica bioquímica é o acúmulo tecidual e a excreção urinária aumentada de 

sulfito, tiossulfato e S-sulfocisteína. Os pacientes acometidos pela doença têm 

sintomatologia predominantemente neurológica, e exames de imagem evidenciam 

encefalomalácia cística, atrofia cerebral e edema, perda neuronal e astrogliose, os quais 

se concentram na região cortical. Pouco se sabe sobre os patomecanismos envolvidos 

nos danos encontrados na deficiência da SO, porém dados apontam para uma ação 

tóxica dos metabólitos acumulados. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi o de 

investigar os efeitos in vitro do sulfito e do tiossulfato sobre a neurotransmissão 

glutamatérgica e parâmetros de estresse oxidativo em fatias de córtex cerebral de ratos. 

As fatias foram expostas ao sulfito ou tiossulfato (10 – 500 µM) durante 1 ou 3 h para a 

realização dos experimentos, nos quais medimos a captação de glutamato dependente de 

sódio, a atividade da enzima glutamina sintetase, os níveis de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), o conteúdo de glutationa (GSH) e de sulfidrilas, a 

formação de carbonilas e as atividades das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase 

(GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST) e glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PDH). Também avaliamos a liberação da lactato desidrogenase e a 

redução do MTT. Foi observado que o sulfito diminui a captação de glutamato e que o 

tiossulfato diminui a atividade da glutamina sintetase. Uma tendência quase 

significativa de que o sulfito diminui a atividade da glutamina sintetase também foi 

verificada. Quanto à homeostase redox, verificamos que o sulfito, na concentração de 
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10 µM, aumentou os níveis de TBA-RS e diminuiu as concentrações de GSH, sem 

alterar a formação de carbonilas. Já o tiossulfato não teve nenhum efeito significativo 

sobre esses parâmetros. Ainda verificamos que 500 µM de sulfito aumentaram o 

conteúdo de grupamentos sulfidril em córtex cerebral de ratos e o conteúdo de GSH em 

um meio sem amostra biológica, o que pode ser explicado pela capacidade do sulfito em 

reduzir pontes dissulfeto a grupos sulfidril. Ao medir as atividades das enzimas 

antioxidantes GPx, GR, GST e G6PDH, não houve diferença com qualquer dos 

metabólitos durante 1 h de incubação, porém, ao realizarmos os mesmos experimentos 

com amostras incubadas por 3 h com sulfito, observamos inibição das atividades da 

GPx, da GST e da G6PDH. Finalmente, observamos que o sulfito não alterou a redução 

do MTT e a liberação de lactato desidrogenase, indicando que os resultados encontrados 

não são devidos à morte celular. Pode ser concluído que um prejuízo na 

neurotransmissão glutamatérgica e estresse oxidativo causados pelos metabólitos 

acumulados na deficiência da SO estão envolvidos, pelo menos parcialmente, na 

disfunção neurológica observada nessa doença. 
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ABSTRACT 

Sulfite oxidase (SO) is the enzyme that catalyzes the oxidation of sulfite to sulfate, 

which is the last step in the pathway of degradation of sulfur-containing amino acids. 

SO deficiency is an inborn error of metabolism caused either by isolated deficiency in 

this enzyme, or by defects in the synthesis of its molybdenum cofactor. The main 

biochemical characteristic of this disorder is the tissue accumulation and high urinary 

excretion of sulfite, thiosulfate and cysteine-S-sulfate. Patients present predominantly 

neurological symptoms and brain abnormalities, such as cystic encephalomalacia, brain 

atrophy and swelling and neuronal loss, which prevail in the cortical region. Although 

available data point towards a toxic mechanism of the accumulating metabolites, little is 

known about the exact pathomechanisms exerted by these compounds. Therefore, our 

objective in this study was to investigate the in vitro effects of sulfite and thiosulfate on 

glutamatergic neurotransmission and oxidative stress parameters in rat cerebral cortex 

slices, a system with preserved integrity. Slices were exposed to sulfite or thiosulfate 

(10 – 500 µM) for 1 or 3 h. After the incubation, we measured sodium-dependent 

glutamate uptake, glutamine synthetase activity, thiobarbituric acid-reactive substances 

(TBA-RS) levels, glutathione (GSH) and sulfhydryl content, carbonyl formation and the 

activities of the antioxidant enzymes glutathione peroxidase (GPx), glutathione 

reductase (GR), glutathione S-transferase (GST) and glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6PDH). Lactate dehydrogenase and MTT reduction were also 

evaluated. We verified that sulfite reduced the glutamate uptake and that thiosulfate 

inhibited glutamine synthetase activity. A pronounced trend toward glutamine 

synthetase inhibition caused by sulfite was also seen. Regarding redox homeostasis, 10 

µM sulfite increased TBA-RS levels and decreased GSH concentrations, without 

altering protein carbonyl formation. Moreover, thiosulfate had no effect on these 
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parameters. Five hundred micromolar sulfite also increased sulfhydryl content in rat 

cerebral cortex slices and increased GSH content in a medium devoid of biological 

samples, which can be explained by the fact that sulfite is able to directly reduce 

disulfide bonds to thiol groups. We further verified that sulfite did not alter the activities 

of the enzymes GPx, GR, GST and G6PDH when cortical slices were incubated in the 

presence of sulfite during 1 h. However, after an incubation of 3 h, sulfite decreased the 

activities of GPx, GST and G6PDH. Finally, sulfite did not change MTT reduction and 

lactate dehydrogenase release, suggesting that the effects observed were not due to cell 

death. Therefore, it is concluded that glutamatergic neurotransmission impairment and 

oxidative stress induced by the accumulating metabolites in SO deficiency may 

contribute to the neurological dysfunction observed in this disorder. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

AKU – alcaptonúria 

AMPA - receptor ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico 

cAMP – adenosina monofosfato cíclico 

CAT – catalase 

cPMP - piranopterina cíclica monofosfato  

EAAC1 – carreador de aminoácidos excitatórios 1 

EAAT4 – transportador de aminoácidos excitatórios 4 

EAAT5 – transportador de aminoácidos excitatórios 5 

EIM – erros inatos do metabolismo 

ERN – espécies reativas de nitrogênio 

ERO – espécies reativas de oxigênio 

G6PDH – glicose-6-fosfato desidrogenase 

GLAST1 – transportador de glutamato-aspartato 1  

GLT-1 – transportador de glutamato 1 

GPx – glutationa peroxidase 

GR – glutationa redutase 

GSH – glutationa reduzida 

GSSG – glutationa oxidada 
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GST – glutationa S-transferase 

HPLC – cromatografia líquida de alta resolução 

iGluR –receptor ionotrópico de glutamato 

IP3 – inositol trifosfato 

mGluR – receptor metabotrópico de glutamato 

MTT - brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio 

NADP
+
 - nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidado 

NADPH - nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido 

NMDA – N-metil-D-aspartato 

SNC – sistema nervoso central 

SO – sulfito oxidase 

SOD – superóxido dismutase 

TBA-RS – substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
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I.1 INTRODUÇÃO 

I.1.1 Erros Inatos do metabolismo 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) compreendem um grupo de doenças com 

quadro clínico muito variado, cuja característica comum é a ocorrência de um distúrbio 

metabólico causado por mutações genéticas, as quais levam à síntese de uma proteína 

defeituosa. Já foram descritos EIM com defeitos em proteínas do tipo enzima, 

transportador, receptor, proteína de membrana ou estrutural, cuja atividade diminuída 

pode prejudicar a homeostase do organismo e levar ao acúmulo de intermediários 

potencialmente tóxicos devido ao bloqueio de importantes rotas metabólicas [1,2]. 

O termo EIM foi utilizado pela primeira vez por Sir Archibald Garrod no início 

do século XX para descrever a alcaptonúria (AKU), uma doença do metabolismo da 

fenilalanina e da tirosina que provoca excreção aumentada de ácido homogentísico na 

urina dos pacientes, tornando-a escura. Garrod concentrou-se no estudo da duração, da 

natureza metabólica e da incidência familiar da AKU a partir de casos relatados por ele 

mesmo. Sir Garrod propôs então que a AKU seria uma doença de herança recessiva, 

obedecendo às leis Mendelianas, visto que alguns pacientes eram nascidos de uniões 

consanguíneas de pais hígidos. Ele também ressaltou que, mesmo numa época em que 

casamentos entre parentes eram comuns, a AKU ainda era uma doença bastante rara, 

denotando a sua individualidade química, ou seja, que não poderia ser explicada apenas 

pela consanguinidade. Tal observação indicou que um problema metabólico específico 

seria o responsável pelos sintomas da doença [3], o que neste caso era a deficiência da 

enzima ácido homogentísico oxidase, que catalisa a clivagem do anel aromático do 

ácido homogentísico proveniente do catabolismo da tirosina (Figura 1) [1,2]. 
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Figura 1. Rota catabólica dos aminoácidos fenilalanina e tirosina. Adaptado de Jorde, 

Lynn B; Carey, John C; Bamshad, Michael J. Genética Médica, Capítulo 7: Genética 

Bioquímica: Desordens Metabólicas.  

 

Os estudos de Garrod permitiram que muitas outras doenças já conhecidas, tais 

como a pentosúria e a cistinúria, fossem também classificadas como EIM, pois 

apresentavam as mesmas características básicas da AKU [3]. Atualmente, já estão 

descritos mais de 600 EIM, os quais podem ser classificados conforme o esquema 

apresentado na figura 2. 
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Figura 2. Classificação dos erros inatos do metabolismo baseada no quadro clínico e 

em características bioquímicas. 

 

Os distúrbios caracterizados por consequências sistêmicas são mais frequentes 

que aqueles que afetam um único órgão. Dentro da categoria de distúrbios com 

consequências sistêmicas, ainda existe uma outra subdivisão em 3 grupos (Figura 2). As 

doenças do grupo A afetam o catabolismo de moléculas complexas e incluem as 

doenças lisossomais e peroxissomais, além de distúrbios no transporte intracelular e no 

processamento de proteínas secretadas. Já os EIM enquadrados no grupo B são aqueles 

que levam à toxicidade aguda ou progressiva nos pacientes devido ao acúmulo de 

metabólitos tóxicos originados do bloqueio metabólico. Estes englobam as 

aminoacidopatias, a maioria das acidúrias orgânicas, defeitos do ciclo da ureia e 

intolerância a açúcares. No grupo C estão as doenças cujos sintomas são, pelo menos 

em parte, causados por déficit energético, tanto por problemas na produção como na 

utilização da energia. Aqui estão incluídos os defeitos na gliconeogênese e na 

glicogenólise, acidemias láticas congênitas, defeitos na oxidação de ácidos graxos e 

doenças da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Enfatize-se aqui que, apesar 

do crescimento no número de casos de EIM registrados, acredita-se que muitos 
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pacientes sejam diagnosticados incorretamente ou ainda não tenham um diagnóstico 

preciso, o que se deve, principalmente, à inespecificidade dos sintomas. [4] 

 

I.1.2 Sulfito oxidase (SO) 

A SO (EC 1.8.3.1) é uma enzima mitocondrial que catalisa a oxidação de sulfito 

a sulfato, última reação da via de degradação dos aminoácidos sulfurados cisteína e 

metionina (Figura 3). Essa enzima também faz a detoxificação do sulfito exógeno, que é 

encontrado, por exemplo, em conservantes de alimentos e medicamentos. A estrutura da 

SO consiste em um homodímero de aproximadamente 110 kDa [5], sendo que cada 

subunidade possui um domínio heme (ou citocromo b5) e um domínio de ligação do 

cofator molibdênio, além de um domínio de ancoragem que conecta os dois 

monômeros. O cofator, que consiste em um grupo prostético de baixo peso molecular 

no qual um átomo de molibdênio está complexado a uma pterina, é necessário não só 

para a atividade da SO, como também de outras enzimas (chamadas molibdoenzimas), 

tais como a xantina desidrogenase e a aldeído oxidase [6, 7]. 

A sequência da SO é altamente conservada entre espécies de vertebrados, sendo 

que a SO humana apresenta 88% de identidade com a SO de rato e 68% com a de 

galinha. Apesar de a estrutura cristalográfica para a SO humana ainda não estar descrita, 

o mecanismo de catálise da SO foi elucidado com a estrutura obtida da SO de galinha 

[8]. Baseado nesse modelo, o sulfito se ligaria ao cofator molibdênio, sofrendo uma 

oxidação de dois elétrons, sendo liberado na forma de sulfato; em seguida, ocorreriam 

duas transferências intramoleculares de um elétron do cofator molibdênio para o Fe do 

grupamento heme e deste para o citocromo c, aceptor final de elétrons externo à 

proteína. Esse “caminho” dos elétrons durante as transferências intramoleculares seria 

potencialmente facilitado por uma mudança conformacional no domínio de ligação 
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entre os monômeros, aproximando o domínio do cofator molibdênio do grupamento 

heme, evitando, dessa forma, o vazamento de elétrons para o espaço intermembranas 

[7]. 

Figura 3. Via de catabolismo da cisteína. Adaptado de Johnson JL, Duran M. The 

Online Metabolic & Molecular Bases of Inherited Diseases, capítulo 128: Molybdenum 

Cofactor Deficiency and Isolated Sulfite Oxidase Deficiency. 

 

I.1.3 Deficiência da sulfito oxidase (SO) 

A deficiência da SO é um EIM de caráter autossômico recessivo que pode se 

manifestar sob duas formas: como uma deficiência isolada da enzima SO ou como uma 

deficiência causada pela falta do cofator molibdênio. A deficiência isolada da SO é 

causada por mutações no gene SUOX, que codifica a proteína da enzima, levando à 
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síntese de uma proteína defeituosa com pouca ou nenhuma atividade enzimática, sendo 

posteriormente degradada. Por outro lado, a deficiência do cofator molibdênio é 

decorrente de mutações nos genes que codificam as enzimas envolvidas na biossíntese 

da molécula de molibdopterina (genes MOCS1, MOCS2, MOCS3 ou GEPH), 

prejudicando não só a atividade da SO, mas também das outras molibdoenzimas 

humanas xantina desidrogenase e aldeído oxidase [6]. 

 

I.1.3.1 Achados clínicos e laboratoriais 

As duas formas da deficiência da SO têm sintomatologia similar, atribuindo-se 

os achados clínicos da deficiência do cofator molibdênio majoritariamente à deficiência 

da própria SO, sem consequências significativas dos defeitos da xantina desidrogenase e 

aldeído oxidase. A apresentação da deficiência da SO é principalmente neurológica, 

com a ocorrência de convulsões e hipotonia já nos primeiros dias de vida. Os pacientes 

também apresentam problemas respiratórios, dificuldades para se alimentar, retardo 

motor, atraso no desenvolvimento e subluxação do cristalino, podendo levar o indivíduo 

ao óbito. Quanto aos achados bioquímicos, a principal característica da doença é o 

acúmulo tecidual e a excreção urinária aumentada de sulfito, tiossulfato e S-

sulfocisteína (Figura 3). No caso da deficiência do cofator molibdênio, além desses 

metabólitos, ainda são observados níveis urinários aumentados de taurina, xantina, 

hipoxantina e ácido úrico [9]. 

 

I.1.3.2 Achados neuropatológicos 

Exames de imagem demonstram dilatação dos ventrículos, diminuição da 

substância branca, encefalomalácia cística, atrofia cerebral e edema [6, 10,11, 12]. Os 

pacientes também apresentam lesões corticais decorrentes de perda importante de 
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neurônios acompanhada de astrogliose e acúmulo de corspúsculos granulares de 

microglia, além de espongiose. Na substância branca é observada desmielinização 

juntamente com diminuição de axônios. Apesar de os principais danos estarem 

concentrados no córtex cerebral, anormalidades similares já foram encontradas nos 

gânglios basais e no cerebelo [9,13]. 

 

I.1.3.3 Diagnóstico e tratamento 

Quando há suspeita clínica de deficiência da SO, o diagnóstico é realizado 

inicialmente pela detecção de sulfito na urina com o uso de uma fita indicadora, e pela 

pesquisa de S-sulfocisteína e tiossulfato, produtos de reações diretas do sulfito com 

cisteína e mercaptopiruvato, respectivamente. Considerando-se as variações na dieta, no 

catabolismo e produção de creatinina de cada paciente, a proporção em que os 

metabólitos se encontram alterados pode variar sensivelmente. Outro viés desse teste é 

que nem sempre o teste da fita indicadora funciona, uma vez que o sulfito oxida 

rapidamente quando exposto ao ar, produzindo falsos negativos. Devido a isso, devem 

ser utilizadas técnicas mais sensíveis, como a espectrometria de massas in tandem ou 

quantificação por cromatografia líquida de alta performance (HPLC), para detectar os 

outros metabólitos, em especial a S-sulfocisteína, que é mais estável que o sulfito.  

Para o diagnóstico diferencial da deficiência isolada da SO e da deficiência do 

cofator molibdênio são avaliadas as concentrações plasmáticas e urinárias de xantina, 

hipoxantina e ácido úrico, alteradas apenas na deficiência do cofator [9]. A confirmação 

pode ser feita através da medida da atividade da SO em cultivo de fibroblastos da pele 

dos pacientes e/ou por análise mutacional [6, 14, 15]. O diagnóstico pré-natal também é 

possível pela medida da atividade da SO em células amnióticas, ou através de análise 

mutacional pré-natal [9, 16, 17]. 
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O tratamento foca, principalmente, no controle dos sintomas, sobretudo das 

convulsões. O paciente também passa a ter restrição proteica na dieta visando diminuir 

o aporte de cisteína e metionina. Outras tentativas focam na administração de 

compostos que reagem com sulfito, impedindo a sua interação com moléculas 

endógenas, porém ainda são necessários mais estudos na área, pois há dificuldades em 

se atingir concentrações farmacológicas eficientes para tais compostos [9]. 

Trabalhos já demonstraram eficácia no tratamento da deficiência do cofator 

molibdênio tipo A, que é causada pela deficiência da enzima MOCS1AB [18]. O 

tratamento consiste na infusão de piranopterina cíclica monofosfato (cPMP), que é o 

produto da MOCS1AB, fornecendo assim o substrato para a biossíntese do cofator 

molibdênio um passo adiante do bloqueio [19, 20, 21]. Foi mostrado que esse 

tratamento melhorou os sintomas de pacientes que já apresentavam dano neurológico, 

desacelerando a progressão da doença, ao passo que pacientes que iniciaram a 

administração de cPMP antes do aparecimento dos sintomas tiveram um melhor 

desenvolvimento a longo prazo. Além disso, já existe a perspectiva de novas terapias 

baseadas no uso de nanopartículas de trióxido de molibdênio direcionadas para a 

mitocôndria, que possuem atividade catalítica semelhante à da SO [22]. 

 

I.1.4 Neurotransmissão glutamatérgica 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no sistema nervoso 

central de mamíferos [23] e está presente em concentrações que podem ser de 1.000 a 

10.000 vezes maior que as concentrações de outros importantes neurotransmissores, 

como, por exemplo, serotonina, noradrenalina e dopamina [24]. A neurotransmissão 

glutamatérgica age em diferentes regiões cerebrais, nas quais até 50-80% dos neurônios 

são glutamatérgicos. Além disso, a neurotransmissão glutamatérgica desempenha um 
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importante papel na cognição, formação e evocação da memória, aprendizado, 

manutenção da consciência, movimento, sensações (como dor e gustação), plasticidade 

celular, diferenciação e morte celular [24, 25]. 

Quando o glutamato é liberado na fenda sináptica, o sinal desencadeado vai 

depender do receptor ao qual ele irá se ligar. Nesse contexto, existem dois grandes 

grupos de receptores para glutamato: receptores ionotrópicos (iGluR) e metabotrópicos 

(mGluR). Os receptores iGluR são canais iônicos organizados na forma de 

heteromultímeros, cuja composição determina a seletividade para íons Na
+
, Ca

2+
e K

+
 e 

incluem o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor ácido α-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol propiônico (AMPA) e receptor de cainato [24]. Os receptores mGluR, 

por sua vez, são acoplados à proteína G e induzem resposta pela ativação intracelular de 

segundos mensageiros, como inositol trifosfato (IP3) e adenosina monofosfato cíclico 

(cAMP) [26]. Ambas as famílias de receptores regulam mecanismos importantes em 

sinapses excitatórias e inibitórias e agem tanto nos terminais pré- como pós-sinápticos 

[24]. 

 Para o funcionamento correto de todos esses processos fisiológicos coordenados 

pela sinalização glutamatérgica, as concentrações de glutamato no espaço extracelular 

(em especial, na fenda sináptica) devem ser finamente controladas. O glutamato não é 

metabolizado no espaço extracelular e, portanto, para que ele seja adequadamente 

reciclado ou neutralizado, deve ser importado para a célula [23]. A captação celular de 

glutamato é realizada pelos seguintes transportadores de glutamato dependentes de Na
+
: 

transportador de glutamato-aspartato 1 (GLAST1); transportador de glutamato 1 (GLT-

1); carreador de aminoácidos excitatórios 1 (EAAC1); e os transportadores de 

aminoácidos excitatórios 4 e 5 (EAAT 4 e 5) [27, 28]. O GLAST1 está presente em 

astrócitos de todas as regiões do cérebro, e é considerado o mais importante 
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transportador de glutamato no cerebelo e em regiões do sistema nervoso periférico, 

sendo frequentemente co-expresso com GLT-1. Já o GLT-1 é o transportador mais 

abundante do SNC, encontrado em astrócitos e, em menor proporção, em alguns 

neurônios hipocampais. O EAAC1, expresso somente em neurônios, encontra-se 

constitutivamente por todo o cérebro e é concentrado nos dendritos e no soma das 

células neuronais. Por outro lado, EAAT4 se localiza predominantemente nas células de 

Purkinje do cerebelo, com algumas raras populações em outras regiões cerebrais, ao 

passo que o EAAT5 é encontrado quase que exclusivamente na retina. Tanto o EAAT4 

quanto o EAAT5 são transportadores de glutamato pouco eficientes, sendo sugerido que 

eles atuariam principalmente como receptores inibitórios [28, 29]. 

O glutamato, ao ser captado pelos transportadores, pode ser usado para a síntese 

de glutamina ou de α-cetoglutarato. Nos astrócitos, a glutamina sintetase conjuga o 

glutamato com uma molécula de amônia, formando a glutamina. Visto que a glutamina 

não tem atividade neurotransmissora, ela pode ser liberada “com segurança” para o 

espaço extracelular e, em seguida, captada pelos neurônios, onde é novamente 

convertida a glutamato pela glutaminase. Esse processo é conhecido como o ciclo 

glutamato-glutamina. Por outro lado, o glutamato pode ser convertido em α-

cetoglutarato, tanto pela glutamato desidrogenase como por transaminases, e usado para 

reciclagem do glutamato em neurônios, ou utilizado para produção de energia pelo ciclo 

dos ácidos tricarboxílicos.   

A manutenção da homeostase glutamatérgica é particularmente importante 

devido à excitotoxicidade induzida por glutamato. Esse fenômeno ocorre quando há 

uma exacerbação na sinalização glutamatérgica, ou seja, há muito mais moléculas de 

glutamato se ligando a receptores do que seria necessário, o que geralmente ocorre por 

falha na recaptação desse aminoácido. Dessa forma, pela ativação dos receptores, 
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crescem os níveis de Ca
2+

 intracelulares que, se não forem controlados, podem 

desencadear diversos eventos tóxicos à célula, incluindo aumento de espécies reativas, 

aumento não fisiológico do consumo de energia e, finalmente, morte celular. Estudos 

sugerem que a excitotoxicidade pode, pelo menos em parte, contribuir para os danos 

encontrados em patologias do SNC, como as doenças de Alzheimer [30] e de Parkinson 

[31], esquizofrenia [32], esclerose lateral amiotrófica [33], autismo [34], doença de 

Huntington [35], epilepsia, dentre outras [36, 37]. 

 

I.1.5 Radicais livres e espécies reativas 

Radicais livres são pequenas moléculas com um ou mais elétrons 

desemparelhados que são capazes de existir de maneira independente. Essas moléculas 

podem ser formadas tanto pela perda como pelo ganho de um elétron por parte de um 

não-radical, bem como a partir de um processo denominado fissão homolítica, em que a 

ligação covalente entre dois átomos é desfeita e um dos átomos permanece com um 

elétron do par anteriormente compartilhado [38]. 

Devido ao desequilíbrio energético resultante do desemparelhamento dos 

elétrons, radicais livres são altamente reativos e interagem facilmente com outros 

compostos não-radicais. Quando isso ocorre, outro radical livre pode ser formado, que, 

por sua vez, pode gerar um novo radical livre e assim sucessivamente. Sendo assim, um 

único radical livre pode iniciar uma cadeia de reações redox resultando na formação de 

novos radicais livres [38, 39].  

O termo espécies reativas engloba não apenas os radicais livres, mas também 

outras moléculas com alta reatividade que não possuem elétrons desemparelhados nos 

seus orbitais externos. As duas principais classes de espécies reativas são as de oxigênio 

(espécies reativas de oxigênio – ERO) e as de nitrogênio (espécies reativas de 
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nitrogênio – ERN).  Os principais representantes de cada classe estão listados na tabela 

1 [39]. 

Tabela 1. Representação das principais espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

nitrogênio (ERN). Adaptado de Bergendi, L. et al., Chemistry, physiology and 

pathology of free radicals, Life Sciences, Vol. 65, pp. 1865-1874, 1999. 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) 

Hidroxila 
•
OH 

Peróxido de hidrogênio H2O2 

Ânion superóxido O2
•-
 

 

Espécies reativas de nitrogênio (ERN) 

Peroxinitrito ONOO
-
 

Óxido nítrico 
•
NO 

 

Algumas espécies reativas são produtos normais do metabolismo celular. Por 

exemplo, durante a transferência de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial, uma 

pequena parte do oxigênio (em torno de 2 %) é apenas parcialmente reduzido devido ao 

vazamento de elétrons, originando ERO como ânion superóxido, peróxido de 

hidrogênio e hidroxila [40, 41]. Radicais livres também podem ser produzidos em 

grandes quantidades por determinadas células. Esse é o caso de células fagocíticas do 

sistema imune que expressam a enzima NADPH oxidase, a qual produz radical 

superóxido com o objetivo de eliminar patógenos. 
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I.1.6 Defesas antioxidantes 

As células possuem defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas para 

eliminar as espécies reativas, já que essas moléculas são produzidas normalmente 

durante o metabolismo celular e podem ser tóxicas devido à sua alta reatividade. Dentre 

as defesas antioxidantes enzimáticas, podem ser citadas as enzimas superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e glutationa 

peroxidase (GPx), que atuam diretamente sobre as ERO; e as enzimas glutationa 

redutase (GR) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), que tem papel fundamental 

na reciclagem de moléculas importantes para as defesas antioxidantes (GSH e NADPH, 

respectivamente). As defesas não-enzimáticas incluem moléculas que neutralizam ERO 

e ERN por interação direta, sem a necessidade de atividade enzimática, tais como a 

glutationa reduzida (GSH) e as vitaminas α-tocoferol e ácido ascórbico, ou moléculas 

que minimizam a disponibilidade de pró-oxidantes, como a transferrina que liga íons 

ferro [38]. 

 

I.1.7 Estresse oxidativo 

À medida que as espécies reativas são geradas na célula, os sistemas 

antioxidantes as metabolizam, de modo a manter o estado redox normal do meio. No 

entanto, certas condições patológicas podem levar a uma produção exacerbada de 

espécies reativas ou a uma diminuição nas defesas antioxidantes, ou ambas, causando 

um quadro de desequilíbrio denominado estresse oxidativo.  

Quando esse desequilíbrio é apenas moderado e as células conseguem lidar com 

ele, ocorre a chamada resposta adaptativa ao estresse oxidativo, o que geralmente induz 

aumento nas defesas antioxidantes a fim de restaurar o equilíbrio redox. Entretanto, se o 

desequilíbrio for grave, as defesas antioxidantes não serão suficientes e as espécies 
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reativas oxidarão componentes importantes para a homeostase celular, como lipídios, 

proteínas e ácidos nucleicos. Dependendo da gravidade do dano, pode haver até mesmo 

a morte celular (por apoptose ou necrose) [38]. 

 

I.2 JUSTIFICATIVA 

Pacientes acometidos pela deficiência da SO apresentam alterações cerebrais 

graves e debilitantes, cujos patomecanismos ainda não foram totalmente esclarecidos. 

Nesse sentido, têm sido investigados os potenciais efeitos deletérios dos metabólitos 

acumulados na doença, em especial o sulfito e tiossulfato. Diversos trabalhos já 

demonstraram que eles são neurotóxicos, uma vez que podem prejudicar o 

tamponamento energético intracelular e induzir estresse oxidativo por gerar espécies 

reativas, promover lipoperoxidação e comprometer as defesas antioxidantes em cérebro 

de ratos [42 – 49]. Também já foram verificadas alterações no conteúdo dos receptores 

NMDA em ratos submetidos a um modelo da deficiência da SO, o que pode estar 

associado com indução de excitotoxicidade, hipótese reforçada pela semelhança 

química entre a S-sulfocisteína e o glutamato, agonista clássico dos receptores NMDA 

[50, 51, 52]. Dessa forma, ressalta-se a importância de estudar mais detalhadamente os 

efeitos do sulfito e do tiossulfato sobre parâmetros de neurotransmissão glutamatérgica, 

dano oxidativo e defesas antioxidantes a fim de esclarecer a fisiopatologia do dano 

cerebral observado na deficiência da SO. 
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I.3 OBJETIVOS 

I.3.1 Objetivos Gerais 

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos in vitro do sulfito e do tiossulfato 

sobre parâmetros de neurotransmissão glutamatérgica e homeostase redox em córtex 

cerebral de ratos.  

I.3.2 Objetivos Específicos 

- Avaliar os efeitos do sulfito e do tiossulfato sobre a captação de glutamato 

dependente de sódio em fatias de córtex cerebral de ratos; 

- Estudar os efeitos do sulfito e do tiossulfato sobre a atividade da enzima 

glutamina sintetase em homogeneizado obtido de fatias de córtex cerebral de ratos; 

- Avaliar os efeitos do sulfito e do tiossulfato sobre os parâmetros de dano 

oxidativo medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), formação 

de carbonilas e conteúdo total de grupamentos sulfidril em homogeneizado obtido de 

fatias de córtex cerebral de ratos; 

- Investigar os efeitos do sulfito e do tiossulfato sobre as concentrações de 

glutationa reduzida (GSH) e sobre as atividades das enzimas antioxidantes glutationa 

peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST) e glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PDH) em homogeneizado obtido de fatias de córtex cerebral 

de ratos. 

- Estudar os efeitos do sulfito sobre a liberação de lactato desidrogenase em 

homogeneizado obtido de fatias de córtex cerebral de ratos. 

- Estudar os efeitos do sulfito sobre redução de MTT em fatias de córtex cerebral 

de ratos. 
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III.1 DISCUSSÃO 

A deficiência da SO é uma doença neurometabólica caracterizada 

bioquimicamente pelo acúmulo tecidual e elevada excreção urinária de sulfito, 

tiossulfato e S-sulfocisteína. Dentre os achados clínicos, se destacam disfunção motora, 

atraso no desenvolvimento e alterações no cristalino, enquanto que exames de imagem 

mostram graves anormalidades no córtex cerebral acompanhadas de edema, 

leucodistrofia e atrofia generalizada [6, 10, 11, 12]. 

Os sintomas têm sido principalmente associados aos metabólitos acumulados, 

cuja potencial toxicidade levaria ao dano celular e tecidual e, assim, aos achados 

clínicos. Dados da literatura evidenciam modificação nas subunidades dos receptores 

NMDA, indução de dano oxidativo, prejuízo nas defesas antioxidantes e alterações no 

metabolismo energético em modelos in vitro e in vivo da deficiência da SO [42 – 52]. 

No entanto, ainda pouco se sabe sobre a influência do sulfito e do tiossulfato sobre a 

neurotransmissão glutamatérgica, e sobre o sistema antioxidante relacionado ao 

metabolismo da GSH. Sendo assim, investigamos os efeitos do sulfito e do tiossulfato 

sobre tais sistemas em fatias de córtex cerebral de ratos. 

As fatias de córtex cerebral foram expostas por 1 h ao sulfito ou tiossulfato, em 

concentrações que variaram de 10 a 500 µM, para avaliação do sistema glutamatérgico. 

Verificamos que o sulfito, em todas as concentrações avaliadas, diminuiu a captação do 

glutamato dependente de sódio, indicando uma possível alteração dos transportadores 

de glutamato corticais. É importante ser salientado aqui que a amostra utilizada 

apresenta a estrutura tecidual do córtex cerebral intacta, preservando, assim, a 

organização de proteínas de superfície, incluindo os próprios transportadores 

glutamatérgicos. Contudo, não é possível afirmar em nosso presente estudo quais 

transportadores específicos são afetados pelo sulfito. 
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Também vimos que o tiossulfato inibiu a atividade da glutamina sintetase e que 

o sulfito apresenta forte tendência em exercer o mesmo efeito. Essa enzima é expressa 

em astrócitos e sua principal função é de “neutralização” do glutamato, isto é, ao utilizar 

o glutamato para produzir glutamina, a glutamina sintetase produz um aminoácido sem 

capacidade neurotransmissora, o qual é então liberado para o espaço extracelular e pode 

ser internalizado pelos neurônios, onde é reconvertido em glutamato. Dessa forma, o 

sulfito e o tiossulfato alteram o controle das concentrações extracelulares de glutamato, 

pois prejudicam a recaptação desse neurotransmissor e sua metabolização. 

Em um segundo momento, avaliamos os efeitos dos metabólitos sobre 

parâmetros de estresse oxidativo em fatias de córtex cerebral de ratos. Observamos que 

o sulfito, na concentração de 10 µM, aumentou os níveis de TBA-RS e diminuiu as 

concentrações de GSH. Por outro lado, concentrações mais altas de sulfito e o 

tiossulfato não alteraram esses parâmetros. Isso demonstra que o sulfito exerce um 

efeito bifásico sobre a oxidação de lipídios e da GSH, já que apenas baixas 

concentrações desse composto parecem ser deletérias sobre esses parâmetros. Com o 

objetivo de melhor investigar esse efeito bifásico e considerando que já foi demonstrado 

que o sulfito é capaz de reduzir pontes dissulfeto a grupamentos sulfidril, investigamos 

os efeitos do sulfito sobre o conteúdo de grupamentos sulfidril. O sulfito, na 

concentração de 500 µM, aumentou o conteúdo de sulfidrilas e, quando co-incubamos 

sulfito e GSSG em num meio sem amostra biológica, observamos um aumento nas 

concentrações de GSH. Tais resultados reforçam os achados de que o sulfito interage 

diretamente com pontes dissulfeto doando elétrons, o que aumentaa formação de tióis. 

Achados semelhantes já foram relatados num trabalho realizado em culturas de 

hepatócitos de ratos, no qual os autores mostraram que concentrações milimolares de 

sulfito aumentam o conteúdo de GSH [48]. Dessa forma, pode ser especulado que o 
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sulfito, em altas concentrações, é capaz de reciclar a GSH, o que evita a lipoperoxidação 

que poderia ser induzida pelo excesso de espécies reativas. Entretanto, outros estudos 

relataram que o sulfito induz estresse oxidativo in vitro em outras preparações de 

diferentes tecidos [44, 47, 49], o que sugere que mesmo altas concentrações de sulfito 

possam alterar outros parâmetros de dano oxidativo não investigados no nosso modelo 

experimental. 

No próximo passo de nosso trabalho examinamos os efeitos do sulfito e 

tiossulfato sobre as atividades de importantes enzimas antioxidantes relacionadas com o 

metabolismo da GSH. Foram analisadas as atividades das enzimas GPx, GR, GST e 

G6PDH. Quando as fatias de córtex cerebral foram expostas aos compostos durante 1 h, 

não houve diferença na atividade das enzimas. Já quando incubamos as amostras na 

presença de sulfito 500 µM por 3 h, observamos inibição das atividades da GPx, GST e 

G6PDH. Pode ser sugerido que esse efeito inibitório exercido pelo sulfito ocorra devido 

a modificações sítio-específicas em aminoácidos importantes para a atividade catalítica 

ou para a manutenção da estrutura tridimensional das enzimas. Além disso, supomos 

que essas modificações sejam provavelmente mediadas por espécies reativas 

acumuladas durante um período mais longo de incubação com o sulfito (3 h), já que 

essas enzimas apresentam aminoácidos vulneráveis ao dano oxidativo [53 – 57]. 

Por outro lado, os metabólitos acumulados na deficiência da SO não alteraram a 

formação de carbonilas. Não foram investigadas no presente estudo as razões pelas 

quais esse parâmetro não foi alterado, mas é possível que as espécies reativas geradas a 

partir de sulfito e do tiossulfato não sejam capazes de oxidar os grupamentos funcionais 

proteicos que gerariam grupos carbonilas, tipicamente resíduos de prolina, arginina, 

lisina e treonina [54]. Dessa forma, pode ser especulado que a inibição das enzimas 

GPx, GST, G6PDH e glutamina sintetase causada pelo sulfito esteja ocorrendo via 
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oxidação de grupamentos sulfidril. Isso está de acordo com o fato de que estudos com 

enzimas com sequências homólogas mostraram que a GPx, a GST e a glutamina 

sintetase não possuem os resíduos de aminoácidos passíveis de carbonilação em 

posições importantes para a sua atividade [54, 55, 56]. Além disso, o sulfito e o 

tiossulfato não alteraram a liberação da lactato desidrogenase e a redução do MTT, 

indicando que os efeitos exercidos por esses metabólitos não ocorreram devido a dano e 

morte celular.  

Considerando-se que um prejuízo na neurotransmissão glutamatérgica pode 

levar ao aumento de espécies reativas no meio intracelular, sugere-se que o dano 

oxidativo causado pelo sulfito não seja mediado somente por espécies reativas geradas 

por sua auto-oxidação, mas também via alterações no sistema glutamatérgico. Nesse 

contexto, sabe-se que os próprios transportadores de glutamato são especialmente 

sensíveis a modificações oxidativas [58 – 61].  

Concluindo, mostramos que o sulfito e o tiossulfato alteram o sistema 

glutamatérgico e induzem estresse oxidativo em cérebro de ratos. Enfatize-se aqui que 

os efeitos causados por esses metabólitos ocorreram em concentrações relativamente 

baixas, o que indica que mesmo um acúmulo moderado de sulfito e tiossulfato pode 

causar dano celular. Além disso, já foi relatado que o córtex cerebral é a estrutura 

cerebral com maior expressão da enzima SO [63], o que indica que essa região é 

particularmente sensível aos efeitos do sulfito. 
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III.2 CONCLUSÕES 

 O sulfito diminui a captação de glutamato dependente de sódio em córtex 

cerebral de ratos; 

 O sulfito e o tiossulfato inibem a atividade da glutamina sintetase em córtex 

cerebral de ratos; 

 O sulfito, na concentração de 10 µM, induz peroxidação lipídica e diminui as 

concentrações de GSH em córtex cerebral; 

 O sulfito, na concentração de 500 µM, aumenta o conteúdo de grupamentos 

sulfidril em córtex cerebral e aumenta a concentração de GSH a partir de GSSG 

em um meio sem amostra biológica; 

 O sulfito inibe a atividade das enzimas GPx, GST e G6PDH em córtex cerebral. 

 

III.3 PERSPECTIVAS 

 Avaliar os efeitos da injeção intracerebroventricular de sulfito e tiossulfato sobre 

a neurotransmissão glutamatérgica em córtex cerebral de ratos; 

 Avaliar os efeitos de antagonistas glutamatérgicos (por exemplo, MK-801) e de 

antioxidantes (por exemplo, melatonina e vitamina E) sobre os efeitos do sulfito 

e tiossulfato na neurotransmissão glutamatérgica e homeostase redox em cérebro 

de ratos. 
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