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Resumo

As doengas peroxissomais sdo um grupo de doengas metabodlicas geneticamente
heterogéneas que compartilham disfungdes peroxissomais. Estas disfuncdes estdo
associadas a mudancas fundamentais e até mesmo fatais no desenvolvimento
neurologico humano. Embora os sintomas neuroldgicos e as anormalidades cerebrais
sejam caracteristicas dos pacientes com doengas peroxissomais, muito pouco se sabe
sobre os mecanismos envolvidos nos danos teciduais destas enfermidades. O principal
objetivo deste estudo foi investigar parametros de estresse oxidativo em pacientes com
enfermidades peroxissomais, como adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD) e
Espectro Zellweger (ZSD). X-ALD ¢ uma doenga peroxissomal bioquimicamente
caracterizada pelo acimulo de 4cidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) em
diferentes tecidos e fluidos bioldgicos e clinicamente caracterizada pela desmielinizagao
central e periférica e pela insuficiéncia adrenal. Sete tipos de formas clinicas ja foram
descritas, sendo as mais comuns as formas cerebral infantil (cALD),
adrenomieloneuropatia (AMN) e assintomatica. Um considerdvel numero de
heterozigotas (HTZ) para X-ALD desenvolve sintomas neurologicos como o
envolvimento da medula espinhal que se assemelha aos das formas mais amenas de
AMN. A terapia recomendada para X-ALD consiste no uso da mistura
gliceroltrioleato/glieroltrierucato conhecida como 6leo de Lorenzo (OL) combinada a
uma dieta pobre em VLCFA. No presente estudo, nds inicialmente avaliamos o curso
bioquimico de pacientes com X-ALD com as formas cALD e assintomadtica tratados
com OL e dieta restrita em VLCFA. Observamos que a concentracdo plasmatica do

acido hexacosanoico (Cy0) € a razao entre os acidos hexacosanodico/docosandico



(C26:0/Ca2:0) estavam significativamente reduzidas nos plasmas dos pacientes cALD e
assintomaticos durante o tratamento quando comparado ao diagndstico. Somente nos
pacientes assintomaticos sob tratamento com OL o nivel plasmatico de Cye atingiu os
valores de referéncia. Também, no presente estudo, objetivamos determinar e comparar
o dano oxidativo a lipidios (espécies reativas ao acido tiobarbiturico, TBA-RS) e as
defesas antioxidantes teciduais (status antioxidante total, TAS) no plasma de pacientes
com diferentes formas clinicas (cALD, AMN e assintomaticos). Foi demonstrado que
pacientes sintomaticos e assintomaticos com X-ALD apresentaram um aumento
significativo da medida de TBA-RS no plasma. Ainda, a determinacdo de TBA-RS
mostrou-se mais aumentada em AMN quando comparada as formas cALD e
assintomatica. Também observamos que o TAS estava diminuido em pacientes
sintomaticos e ndo em assintomaticos com X-ALD. Subseqiientemente, buscamos
avaliar parametros de estresse oxidativo em plasma de HTZ para X-ALD para verificar
se o dano oxidativo ocorre nestes individuos. Foi observado que HTZ para X-ALD
apresentaram um aumento significativo da medida de TBA-RS, bem como uma
diminui¢do da reatividade antioxidante total (TAR). ZSD sdo doengas progressivas
caracterizadas pela perda de multiplas fungdes metabdlicas peroxissomais, sintomas
neurologicos e anormalidades cerebrais. Ainda, muito pouco ¢é sabido sobre os
mecanismos envolvidos nos danos teciduais dessas enfermidades. Foi observado um
aumento significativo na determinacdo de TBA-RS, assim como uma diminui¢do no
conteudo total de tidis em plasma de pacientes afetados por ZSD. Ao contrario, a
medida de TAS n3o se mostrou alterada no plasma de individuos com ZSD,
comparativamente aos controles. Em suma, nossos principais resultados mostram que:
a) tratamento com OL em pacientes assintomaticos com X-ALD mostra uma boa

resposta bioquimica e é importante recomenda-lo para este grupo de pacientes; b)



lipoperoxidagdo parece ocorrer em formas clinicas sintomaticas (cALD, AMN) e
assintomaticas (HTZ e assintomaticos) de X-ALD; c) estresse oxidativo ocorre em
cALD, AMN e HTZ para X-ALD, provavelmente contribuindo para a fisiopatologia
destas formas clinicas; d) pacientes assintomaticos com X-ALD parecem estar
protegidos contra o estresse oxidativo devido a suas defesas antioxidantes normais,
sugerindo que outros fatores além do dano oxidativo possam ser responsaveis pela
gravidade dos sintomas na X-ALD); e) lipoperoxidacao e oxidacao protéica podem estar
envolvidas na fisiopatologia das doengas do Espectro Zellweger; f) pode ser presumido
que os antioxidantes possam ser usados como uma terapia adjuvante em pacientes

afetados por doengas peroxissomais.



Abstract

Peroxisomal disorders are a group of genetically heterogeneous metabolic diseases
that shares peroxissomal dysfunctions. These defects functions are associated with
major, and often fatal, changes in human neurological development. Although
neurological symptoms and brain abnormalities are characteristic of patients with
peroxissomal disorders, very little is known about the pathomechanisms involved in the
tissue damage of these disorders. The main objective of the present study was to
investigate oxidative stress parameters in patients with peroxissomal disorders like X-
linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) and Zellweger spectrum disorders (ZSD). X-
ALD is a peroxisomal disease biochemically characterized by the accumulation of very
long chain fatty acids (VLCFA) in different tissues and in biological fluids and
clinically characterized by central and peripheral demyelination and adrenal
insufficiency. Seven clinical variants have been described, being the childhood cerebral
form (CCER), adrenomyeloneuropathy (AMN) and asymptomatic the most common
clinical forms. A considerable number of heterozygotes (HTZ) for X-ALD develop
neurological symptoms like spinal cord involvement resembling milder forms of AMN.
The recommended therapy consists of the use of the glyceroltrioleate/glyceroltrierucate
mixture known as Lorenzo’s Oil (LO), combined with a VLCFA-poor diet. In the
present study we initially evaluated the biochemical course of patients with CCER and
asymptomatic clinical forms of X-ALD treated with LO associated with a VLCFA-
restricted diet. We observed that hexacosanoic acid (Cae0) plasma concentrations and
hexacosanoic/docosanoic ratio (Cae.0/Caa:0) Were significantly reduced in CCER and

asymptomatic patients during treatment when compared with patients at diagnosis. Only



in asymptomatic patients under LO treatment, Cjso plasma level was achieved the
reference values. Also, in the present study, we aimed to determine and compare the
lipid oxidative damage (thiobarbituric acid-reactive substances, TBA-RS) and the tissue
antioxidant defenses (total antioxidant status, TAS) in plasma from patients with
various clinical forms of X-ALD (CCER and AMN and asymptomatic). It was
demonstrated that symptomatic and asymptomatic X-ALD patients presented a
significant increase of plasma TBA-RS measurement. Furthermore, TBA-RS
determination was higher in AMN, as compared to CCER and asymptomatic patients.
We also observed that TAS was decreased in symptomatic but not in asymptomatic X-
ALD patients. Subsequently, we aimed to evaluate parameters of oxidative stress in
plasma of X-ALD female carriers in order to verify whether oxidative damage occurs in
these individuals. It was observed that HTZ for X-ALD presented a significant increase
of TBA-RS measurement, as well as a decrease of total antioxidant reactivity (TAR).
ZSD are progressive disorders characterized by loss of multiple peroxissomal metabolic
functions, neurological symptoms and brain abnormalities. Furthermore, very little is
known about the pathomechanisms involved in the tissue damage of these disorders. It
was observed a significant increase of plasma TBA-RS measurement, as well as a
decrease of total thiol content in plasma from patients affected by ZSD. In contrast,
TAS measurement was not changed in plasma of ZSD patients, as compared to controls.
In summary, our main results show that: a) LO treatment in asymptomatic X-ALD
patients shows a good biochemical response and it is important to recommend LO
treatment to this group of patients; b) lipid peroxidation seems to occur in symptomatic
(CCER and AMN) and asymptomatic (HTZ and asymptomatic) clinical forms of X-
ALD; c¢) oxidative stress occurs in CCER, AMN and HTZ for X-ALD, probably

contributing to the pathophysiology of this clinical forms; d) asymptomatics patients



seem to be protected against oxidative stress because of their normal antioxidant
defenses, suggesting that other factors besides oxidative damage may be responsible for
the severity of the symptoms in X-ALD; e) lipid peroxidation and protein oxidation may
be involved in the pathophysiology of the Zellweger spectrum disorders; f) it may be
presumed that antioxidant might be used as an adjuvant therapy for patients affected by

peroxissomal disorders.
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1. INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo defeitos hereditdrios, quase sempre
devidos a deficiéncia de uma atividade enzimatica. A auséncia da atividade enzimatica
ou uma atividade enzimatica deficiente leva a um bloqueio metabolico com acumulo de
substratos e seus derivados. Tal bloqueio, dependendo da via afetada, repercute
clinicamente de maneira bastante variavel no individuo, sendo geralmente de
sintomatologia grave e muitas vezes letal (Scriver ef al., 2001).

Os EIM sdo individualmente raros, porém freqlientes quando analisados em
conjunto em pacientes pré-selecionados (Raine, 1974; Hall et al., 1978). Estas doengas
correspondem cerca de 10% de todas as doengas genéticas, isto ¢, aproximadamente 500
enfermidades envolvendo defeitos na sintese, degradacdo, transporte e armazenamento
de moléculas no organismo (Gimenez-Sanchez et al., 2001).

Os EIM podem ser classificados de diversas maneiras, como pela idade de
apresentacdo ou pela drea do metabolismo afetada. A classificacdo descrita por
Saudubray e Charpentier (2001) estabelece trés grandes grupos de EIM:

e Grupo 1: disturbios na sintese ou degradagdo de macromoléculas complexas.
Fazem parte deste grupo as doengas lisossomicas de deposito e as doengas
peroxissomais (ex: adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD), doenga de

Refsum, sindrome de Zellweger etc.).
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e Grupo 2: erros inatos do metabolismo intermediario, que levam a intoxicagao
aguda ou cronica por acumulo de componentes toxicos e de metabolitos
produzidos devido ao bloqueio de rotas metabdlicas. Fazem parte deste grupo
defeitos no metabolismo dos aminoécidos, 4acidos orgénicos, ciclo da uréia e as
intolerancias aos agucares.

e Grupo 3: doengas com deficiéncia de energia, os sintomas sdo causados pelo
menos parcialmente por deficiéncia na producdo ou utilizagdo de energia
resultante de erros inatos do metabolismo intermediario no figado, miocardio,
musculo ou cérebro. Este grupo inclui as doencas de depodsito de glicogénio,
defeitos de gliconeogénese, acidemias lacticas congénitas, defeitos de oxidagao

dos acidos graxos e doengas mitocondriais de cadeia respiratoria.

1.2 Peroxissomos

O peroxissomo ¢ uma suborganela presente em quase todas as células eucarioticas
(com excecao de eritrocitos maduros) e presente em todos os tecidos, principalmente no
figado e nos rins (Gould et al., 2001). E uma organela de 0,2 a 1 pm de didmetro,
envolvida por uma Unica membrana sem estrutura interna, sem DNA proprio nem
ribossomos e suas proteinas sdo importadas do citoplasma. Sua vida média ¢ de
aproximadamente 4 dias, sendo destruidas por autofagia (Olivier et al, 2000; Kovacs et
al., 2002). Sua primeira descrigdo morfoldgica ocorreu no inicio dos anos 50 por
Rhodin (1954) como “corpos esféricos ou ovais” presentes no citoplasma do tibulo
renal proximal de camundongo. De Duve e Baudhuin (1966) isolaram e caracterizaram
0s peroxissomos como organelas subcelulares através de técnicas de centrifugacdo

densidade-gradiente. Esses investigadores verificaram a presenca de enzimas geradoras
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de peroxido de hidrogénio (glicolato oxidase, urato oxidase e D-aminoacido oxidase),
assim como a catalase, uma enzima degradadora de peréxido de hidrogénio. Por tudo
1ss0, os autores denominaram a organela de “Peroxissomo”.

Sabe-se que esta organela apresenta mais de 40 tipos de enzimas oxidativas e
catalisa um grande ntimero de reacdes essenciais de diferentes rotas metabdlicas e,
portanto, desempenha um papel extremamente importante no metabolismo (Olivier et
al., 2000). Um dos mais importantes processos metabdlicos em que o peroxissomo esta
envolvido ¢ a B—oxidacdo dos acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA do inglés
“Very Long Chain Fatty Acids”) (Wanders et al., 2001). Os peroxissomos também
estdo envolvidos: na biossintese de fosfolipidios, de 4cidos biliares, de colesterol e de
intermediarios de colesterol; na sintese de plasmaldgenos; na oxidacdo de VLCFA, de
acidos de cadeia ramificada, de 4cidos dicarboxilicos e de 4cidos graxos
poliinsaturados; no catabolismo de fitanato, de pipecolato e de glioxilato (Olivier e
Krisans, 2000; Kovacs ef al., 2002; Steinberg et al., 2006; Wanders e Waterhan, 2006).

A B-oxidacdo dos acidos graxos de cadeia muito longa em peroxissomos ¢
definida como a oxidagdo de acidos graxos com cadeia de 24 ou mais carbonos de
comprimento (Wanders et al., 2000). Assim como a B—oxidagdo mitocondrial, a
B—oxidag¢do peroxissomal ocorre através de sucessivos passos de desidrogenacdo,

hidratagdo e clivagem tiolitica. (Figura 1)
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Figura 1 Ativacio e subseqiiente beta-oxidacio peroxissomal dos VLCFA (adaptado de Wanders et

al., 1990).

Esta bem estabelecido que os peroxissomos apresentam um importante papel tanto

na producdo quanto na eliminagdo das espécies reativas de oxigénio. Peroxissomos

geram quantidades significativas de perdxido de hidrogénio através da acdo de diversas

oxidases peroxissomais que podem ser convertidas a espécies reativas de oxigénios

mais agressivas. Porém, esta organela também contém multiplas enzimas antioxidantes

(por exemplo, catalase, glutationa peroxidase, superoxido dismutase, peroxirredoxina I

e epdxido hidrolase) que contribuem para a regulacdo dos niveis intracelulares das

espécies reativas do oxigénio e, portanto, estresse oxidativo (Schrader e Fashimi, 2006).
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1.3 Doencas Peroxissomais

Comprometimento neuroldgico grave (retardo psicomotor, hipotonia, convulsdes,
deficiéncia auditiva e comprometimento ocular) ¢ a principal caracteristica em 18 dos
21 distarbios peroxissomais ja descritos (Powers e Moser, 1998; Wanders et al.,2001;
Baumgartner e Saudubray, 2002). No plasma dos individuos acometidos com estas
enfermidades, os VLCFA, o acido pipecdlico, os acidos biliares e os acidos pristanicos
e fitdnico acumulam-se em graus variados (Ten Brink et al., 1993). Sua incidéncia
ultrapassa de 1: 25.000. As doencas peroxissomais estdo subdivididas em 2 grandes
grupos:

e Defeito de uma tUnica enzima peroxissomal: nestas situagdes, a estrutura
peroxissomal estd intacta e presente, ocorrendo um defeito em uma unica
proteina peroxissomal. Isso faz com que apenas uma via metabodlica
peroxissomal seja afetada. Esse grupo inclui pelo menos 10 doengas: X-ALD
(defeito no transporte da ALDP), hiperoxaluria tipo 1 (deficiéncia de
alanina:glioxalato aminotransferase), doenca de Refsum (deficiéncia de fitanoil-
CoA hidrolase), forma rizomélica da condrodisplasia punctata tipo II e III
(deficiéncias das diidroxiacetona fosfato aciltransferase e alquil diidroxiacetona
fosfato sintase), doengas da f—oxidacdo como a deficiéncia da acil-CoA oxidase,
deficiéncia da enzima bifuncional peroxissomal e a deficiéncia da tiolase
peroxissomal (acil-CoA oxidase, proteina bifuncional e tiolase) e acatalasemia
(deficiéncia da catalase) (Powers ¢ Moser, 1998).

e Doengas da biogénese do peroxissomo (PBD): nestes casos, a organela ndo ¢

formada normalmente e varias fungdes peroxissomais estdo deficientes. Assim,
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quando totalmente ausentes, essa disfuncao afeta todas as vias metabolicas do
peroxissomo. Podem ser divididas em dois subtipos: Espectro Zellweger e o
espectro  Condrodisplasia Rizomélica Puntacta (forma condrodisplasia
rizomélica da punctata tipo I). As doencas do Espectro Zellweger incluem a
sindrome de Zellweger, a adrenoleucodistrofia neonatal e a forma infantil da

doenca de Refsum (Powers e Moser, 1998).

1.4 X-ALD

O primeiro caso de X-ALD foi descrito por Haberfeld e Spieler em 1910 em um
menino de seis anos de idade com historico de completa normalidade que passou a
apresentar distirbios visuais, apatia e inabilidade para andar. Aos sete anos de idade, o
paciente ja ndo falava mais, apresentava paraparesia e perda de consciéncia, indo a dbito
oito meses depois do aparecimento dos primeiros sintomas (Moser ef al., 2001).

A X-ALD ¢ a doenca do metabolismo peroxissomal mais comum, cuja incidéncia
minima ¢ de aproximadamente 1 em cada 17.000, somando —se os casos de hemizigotos
e mulheres portadoras de X-ALD (Bezman et al., 2001). Essa doenga compromete
principalmente a substancia branca e os axonios do SNC, o cortex adrenal e os
testiculos. Esta associada ao acimulo de VLCFA, que s3o quase sempre saturados, sem
ramificagdes, incluindo principalmente os acidos hexacosandico (Cas.0) € tetracosandico
(Ca4:0). Os VLCFA acumulam-se em fluidos biologicos e tecidos na X-ALD devido a
um defeito na degradacdo essas substincias, que normalmente ocorre nos peroxissomos.
Esse distarbio ¢ devido a uma mutagdo no gene ABCDI1 e resulta em defeito na 3

oxidagdo peroxissomal (Moser et al., 2001).
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O defeito primario da X-ALD envolve um tnico gene, denominado gene ABCD1
ou gene ALD, localizado no brago longo do cromossomo X (Xq28) (Moser ef al., 1992;
Moser, 1997). Mosser e col. (1993) verificaram que o gene responsavel pela X-ALD
codifica uma proteina homoéloga a proteina de membrana peroxissomal pertencente a
familia dos transportadores ABC (do inglés “ATP binding cassette”), denominada
proteina ALD (ALDP), com 745 aminoéacidos. Além de estarem associadas ao
transporte através da membrana celular, os transportadores ABC também podem mediar
o transporte de substincias através das membranas intracelulares, como parece ser o
caso do gene ALD, que atua na membrana dos peroxissomos (Auborg et al., 1993;
Contreras et al., 1994). Atualmente, ja foram identificadas mais de 974 mutacdes do
gene ABCDI, que sdo responsaveis pela auséncia ou insuficiéncia da ALDP (Di
Benedetto ef al., 2009).

A proteina ALD ¢ encontrada em todas as células da glia, incluindo a microglia e
os oligodendrdcitos (Migeon et al., 1981). A auséncia ou a disfungdo da ALDP esta
relacionada com desmielinizagdo (Moser, 1997). O dano neuroldgico na X-ALD pode
ser mediado por ativagdo de astrocitos e indugdo de citocinas pré-inflamatoérias (fator de
necrose tumoral a - TNFa, interleucinas - IL1P e IL6) (Powers et al., 1992; McGuinness
et al., 1997; Moser et al., 2001).

A adrenoleucodistrofia ligada ao X pode se apresentar em uma ampla faixa etaria
e com diferentes manifestagdes dependendo da presenca e do tipo de achados
neurolédgicos. Os fendtipos da X-ALD abrangem desde uma doencga infantil, bastante
grave ¢ de rapida progressao que pode levar a um estado vegetativo ¢ morte em dois
anos a partir do primeiro sintoma, até uma paraparesia lentamente progressiva com

preservagdo do intelecto que se manifesta na idade adulta e ¢ compativel com a vida
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normal, adrenomieloneuropatia (Moser et al., 1992). Estes dois fenotipos sdo os mais
freqlientes (Kemp et al., 1996; Dubois-Dalcq ef al., 1999).

X-ALD ¢ caracterizada por uma ampla variedade fenotipica (Stradomska et al.,
1996). Cabe salientar que os varios fenotipos podem ocorrer dentro de uma mesma
familia (Fournier et al., 1994). Além disso, ndo ha correlagdo entre genotipo e fenotipo
nessa doenga. Moser et al (2001) afirmaram haver 7 fenotipos clinicos para homens e 5

em mulheres heterozigotas. Os fenotipos estdo listados na tabela 1 a seguir:

Tabela 1 Fendtipos clinicos em X-ALD.

Inicio entre 3 e 10 anos. 31-35%
Desmielinizacao progressiva
associada a resposta inflamatoria
cerebral.

Deficiéncia cognitiva e neuroldgica

de rapida e grave progressao.

Insuficiéncia adrenal

Estado vegetativo/dbito ocorre entre

2 a 4 anos apds o inicio dos
sintomas.

Inicio entre 11e 20anos. 4-7%
Clinica semelhante a CCER, porém

com progressao um pouco mais

lenta.

Insuficiéncia adrenal

Sintomas cerebrais semelhantes a 2-3%
CCER e sem envolvimento de

medula espinhal.

Insuficiéncia adrenal

Inicio entre 21 e 29 anos.

Envolvimento da medula espinhal,  25-30%
axonopatia e nervos periféricos.

Lenta progressao.

Insuficiéncia adrenal

Além do envolvimento da medula  10-12%
espinhal e nervos periféricos, ha o




Progressao mais rapida do que
AMN*“puro”

Muito raro: 1 caso infantil; 7
adultos. Envolvimento cerebelar
(Ataxia cerebelar)

Insuficiéncia adrenal primaria.
Sem evidéncia de anormalidade
cerebral.

Sem evidéncia de anormalidade
neurolégica ou adrenal
RNM normal

Sem evidéncia de anormalidade
neuroldgica ou adrenal

Aumento dos reflexos dos tenddes
profundos e alteragdes sensoriais
distais nas extremidades inferiores

Dados clinicos e patoldgicos
semelhantes a AMN. Porém seu
inicio € mais tardio € mais brando
do que a forma AMN

Raramente visto na infancia.
Pouco mais comum na meia-idade.

Rara a qualquer idade.

Fonte: Moser et al (2001)

acometimento inflamatorio cerebral.

Inicio por volta dos 7 anos de idade.

17

1-2%

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

Diminui com a idade.
Comum < 4anos.
Muito raro > 40 anos

Diminui com a idade.
Maioria das mulheres
<30 anos
neurologicamente nao
envolvidas.

Aumenta com o
avancar da idade (> 40
anos)

50%.

15%.

2%

1%

O diagnostico da X-ALD pode ser sugerido pela sintomatologia clinica do

paciente, nos exames de neuroimagem e ¢ realizado bioquimicamente pela detec¢ao de

niveis plasmaticos elevados de VLCFA.
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O comprometimento do SNC pode ser detectado por exames de ressonancia
nuclear magnética (RNM) e também avaliado através de um sistema de pontuacao
desenvolvida por Loes e col. (1994). Nesse sistema, ¢ estipulada uma pontuagdo
crescente (0 a 34 pontos) para cada RNM, levando em conta a localizagdo, a extensao
dos danos cerebrais, 0 acometimento neuroanatdmico e a presenca de atrofiais focais ou
globais, onde zero significa auséncia de lesdes e 34 ¢ o maximo de dano e atrofias
cerebrais (Loes et al., 2003).

A apresentagdo de niveis anormalmente elevados de VLCFA saturados em fluidos
corporais como soro ou plasma e/ou em tecidos acessiveis como fibroblastos cultivados,
leucdcitos, eritrocitos, figado e musculo determinam o diagnostico bioquimico de X-
ALD (Moser et al., 2001). Pela facilidade de obten¢do, a analise de soro ou de plasma
tem sido a mais utilizada na rotina. A maioria dos laboratorios utiliza o procedimento
original desenvolvido por Moser e Moser (1991), o qual envolve a preparacao de um
extrato de lipidios totais, o tratamento desse extrato com acido cloridrico metandico
(produzindo metilésteres), a purificacdo dos metilésteres através de cromatografia de
camada delgada e a quantificagdo por cromatografia gasosa (Dacremont et al., 1995).
Para a correta interpretacdo do resultado das analises, ¢ necessario a concentragdo do
acido hexacosanodico (Cys), bem como, verificar as razdes Cye.0/Cr (acido
hexacosandico/acido  docosandico) e Cu4.0/Cro (acido  tetracosandico/acido
docosandico). Apesar das concentragcdes de VLCFA em pacientes X-ALD serem menos
acentuadas do que outras doengas peroxissomais, na maior parte das vezes (acima de
90%) todos os trés pardmetros estdo mais do que dois desvios padroes acima dos
valores médios dos controles (Wanders et al., 1995).

A tabela 2 apresenta os valores em umol/L dos VLCFA em plasma de pacientes

com X-ALD, com heterozigose para X-ALD e de uma populagdo normal.



Tabela 2 Valores referenciais de VLCFA para o plasma em pmol/L.

Individuos normais

(n=30)

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

(n=30)

Média 28,2 19,1 1,42 0,50 0,05
Limite 5%-95% 6,7-49.8 0-39,7  0,66-220  0,32-0,68  0,04-0,06

Fonte: Laboratorio de Analise de Metabélitos do Servico de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

A deteccdo de heterozigotos ¢ possivel na X-ALD através da analise dos VLCFA
no soro ou fibroblastos ou pela anélise de DNA (Seneca e Lissens, 1995; Moser et al.,
2001). Segundo Moser e col. (2001) 80% dos heterozigotos obrigatdrios apresentam
niveis anormais de VLCFA plasmatico. Tal percentagem ¢ mais alta (95%) ao analisar
os niveis de VLCFA em fibroblastos, o que indica que a detec¢do de heterozigotas pode
ser mais sensivel se este tecido ¢ analisado (Wanders et al., 1993). Apenas as novas
metodologias moleculares de diagnodstico sdo capazes de identificar a mutagdo
responsavel pela X-ALD no afetado, permitindo, deste modo, a identificagdo precisa da
mulher portadora (Migeon ef al., 1981; Auborg et al., 1987).

Trés modelos animais de X-ALD foram descritos (Forss-Peter et al., 1997,
Kobayashi et al., 1997; Lu et al., 1997). Esses modelos foram baseados principalmente
na inativacdo do gene ABCDI. Tais modelos reproduzem os defeitos do metabolismo
dos VLCFA e as anormalidades adrenocorticais vistas histologicamente, o que, de

alguma forma, lembra a doenca humana. Entretanto, os animais X-ALD ndo apresentam
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fendtipo neurologico, evidenciando apenas leves alteragdes em idade avancada (em
torno dos 20 meses), o que mostra alguma semelhanga com a forma clinica AMN ou
forma mielopatica de uma heterozigota para X-ALD (Lu ef al., 2007).

Apesar das pesquisas e dos esforcos em andamento, o tratamento para X-ALD ¢
ainda considerado experimental, ndo havendo nenhuma terapia satisfatoria. Além da
terapéutica de suporte e fisioterapica, varias opgdes de tratamentos (dietoterapia com
6leo de Lorenzo, uso de drogas e transplante de medula 6ssea) t€ém sido utilizadas e
estudadas na tentativa de atingir os trés principais objetivos de um tratamento bem
sucedido: estabilizar a insuficiéncia adrenal, diminuir a concentragdo de VLCFA no
plasma e diminuir a desmieliniza¢do no cérebro.

A insuficiéncia adrenal pode ser letal caso ndo seja tratada devido as baixas
concentragdes plasmaticas de cortisol e as elevadas concentragdes plasmaticas de
ACTH, que devem ser monitoradas em intervalos regulares. Quando esses niveis sdo
considerados insuficientes, o paciente ¢ submetido a um tratamento de reposicao desses
hormdnios esterdides. Essa reposicdo hormonal normalmente se da por administragao
via oral de glicorticoide (acetato de cortisona) ou de mineralocorticoide
(fludrocortisona). Esse tratamento auxilia na melhoria da insuficiéncia adrenal,
oferecendo uma melhor qualidade de vida ao paciente, mas ndo altera a progressdo da
incapacidade neurologica (Van Geel ef al., 1997; Moser et al., 2001).

Rizzo e col. (1989) demonstraram que a administracdo de gliceroltrioleato (GTO)
juntamente com gliceroltrierucato (GTE) na propor¢ao de 4:1 diminui acentuadamente
os VLCFA no plasma. Essa mistura foi denominada “Oleo de Lorenzo” (OL) em
homenagem a Lorenzo, menino que apresentava cALD e cujos pais foram os principais
incentivadores da producdo desse 6leo. A mistura 4:1 de GTO e GTE normalizou os

niveis de Cy¢.0 em quatro semanas de tratamento no plasma da maioria dos pacientes. O
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tratamento com OL juntamente com uma dieta que restringe o consumo de gorduras
saturadas resulta em uma importante diminui¢do dos VLCFA acumulados, portanto uma
consideravel melhora bioquimica. A dosagem recomendada do OL ¢ dependente da
idade, do peso corporal e das condi¢des do paciente. Em geral, administra-se 2-
3ml/kg/dia do 6leo (Van Duyn et al., 1984). Varios estudos foram realizados no intuito
de verificar a validade do uso do OL no tratamento de X-ALD. Foi verificado que o OL
reduz os niveis de Cyo no plasma, deixando-os proximos aos niveis normais.
Entretanto, em pacientes com sintomas neurologicos, o uso desse tratamento ndo reduz
ou prorroga a progressdo da doenca. Assim, por ndo beneficiar significativamente a
clinica de pacientes sintomaticos, seu uso ndo parece ser justificado nestes pacientes
devido seus efeitos colaterais, como a trombocitopenia (Zinkham et al., 1993, Moser et
al., 2001). Entretanto, OL mostrou-se eficaz em pacientes assintomaticos, como
verificado em estudo colaborativo com 89 individuos assintomaticos para X-ALD
tratados com OL e acompanhados em média por 8 anos em que foi evidenciado que a
reducdo do Cys estava associada a um menor risco de desenvolver alteragdes na
Ressonancia Nuclear Magnética (Moser et al., 2005).

O transplante de medula 6ssea (TMO) ¢ o método mais efetivo para a terapia de
cALD, nos casos em que a forma cerebral for detectada em estagios iniciais da doenga,
sendo o unico método que melhora a desmielinizacdo cerebral e normaliza os niveis de
VLCFA a longo prazo (Moser et al., 2001). O primeiro TMO ocorreu em 1984 em um
menino de 12 anos de idade, j4 com comprometimento neuroldgico importante. Suas
anormalidades cerebrais ndo melhoraram apos o transplante e ele morreu 141 dias ap6s
a cirurgia (Moser et al., 2001). Estudos subseqiientes afirmaram que TMO em pacientes
com maior incapacidade neuroldgica ndo melhorava o estado neuroldgico e poderia até

acelerar a deterioragdo. O primeiro TMO bem sucedido ocorreu em 1990 em um
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menino de 8 anos de idade com anormalidades leves na funcao psicométrica, na funcao
motora, no estado neurolodgico e na imagem de ressonancia magnética. O procedimento
regrediu as manifestagdes neurologicas e restaurou suas funcdes cognitivas como
normais, apesar dos leves aumentos iniciais nos niveis de VLCFA (Auborg ef al., 1990).
Shapiro et al. (2000) em estudo de acompanhamento de 12 pacientes cALD submetidos
a TMO mostraram que essa intervengdo pode interromper ou até reverter a
desmielinizagdo em pacientes pouco sintomaticos, pode manter os parametros
neuropsicolégicos em niveis normais e também pode diminuir em 55% as
concentragdes dos VLCFA, deixando-os pouco acima dos niveis normais. Peters e
colaboradores (2004) relataram a experiéncia em ambito internacional do transplante em
pacientes cALD entre os anos de 1982 a 1999 e concluiram que os resultados de TMO
em pacientes com leve envolvimento neurologico eram bastante animadores e
apresentavam bastante beneficios, enquanto que os meninos X-ALD com avangado grau
de comprometimento neurologico nao seriam candidatos ao TMO e sim a terapias
experimentais . O tratamento seria indicado, entdo, para pacientes com alteragdes sutis
nos exames neuroldgicos, neuropsicoldgicos ¢ de imagem, como RNM cerebral. Para
outros fendtipos sem envolvimento inflamatério, como AMN “puro” ou mulheres HTZ
para X-ALD, e casos de avancado acometimento cerebral, esse tratamento ndo parece
recomendavel (Mahmood et al., 2005). Os mecanismos de acdo desses efeitos benéficos
do TMO ainda nao estdo completamente compreendidos. Acredita-se que os seguintes
fatores estejam envolvidos: a) o suprimento de enzimas normais ao cérebro através de
células derivadas do TMO (microglia); b) imunossupressdo associada com o
transplante; c) a transferéncia de um gene modificador favoravel. Sendo assim, a razdo
para implementacdo desse tratamento na X-ALD estd no fato de que a medula dssea

contém células precursoras da microglia e essas células provenientes do doador
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migrariam ao SNC do afetado, onde seriam capazes de metabolizar os VLCFA
acumulados diretamente no SNC. Ainda acredita-se que o mecanismo esteja relacionado
a interrup¢ao do processo inflamatorio no SNC associado ao dano a mielina. Devido a
seus altos riscos e a necessidade de se ter um doador imunologicamente compativel, a
indicacdao desse procedimento deve ser cuidadosamente analisada (Moser et al., 2001;
Peter set al., 2004; Mahmood et al., 2005).

A resposta inflamatéria, a qual pode ser mediada através das citocinas
inflamatorias ou por mecanismos imunes, parece ter grande importancia na patogénese
das lesdes desmielinizantes na X-ALD (Powers et al., 1992; McGuinness et al., 1997,
Moser et al., 2001). Assim, considerando a rapida progressao dessas lesdes em X-ALD
possivelmente associadas a resposta inflamatoria no cérebro, a reducao dessa resposta é
terapeuticamente interessante. Até entdo, esforcos em atingir esse objetivo ndo
obtiveram sucesso, tendo sido testados ciclofosfamida e interferon f—1a (Stumpf et al.,
1981; Korenke et al., 1997). Estudos aprofundados parecem ser necessarios para avaliar
estes aspectos.

Singh e col. (1998 a e b) verificaram que a lovastatina (um inibidor da 3-hidroxi-
3-metil-glutaril coenzima A redutase) e o fenilacetato de sodio (inibidor do mevalonato
pirofosfato descarboxilase) normalizaram os niveis de VLCFA em fibroblastos de pele
de pacientes X-ALD. Singh e col. (1998b) mostraram em modelos animais que a
lovastatina e o fenilacetato de sodio inibem a liberacdo das citocinas pré-inflamatorias e
a indugdo da oOxido nitrico sintetase (ONS) envolvidas na patogénese do dano
neurolégico na X-ALD. A resposta clinica a terapia com lovastatina foi estudada por Pai
e col. (2000), principalmente por ela inibir o processo neuroinflamatorio caracteristico
da doenca, demonstrando uma diminui¢do nos niveis plasmaticos de VLCFA em 12

pacientes X-ALD. No entanto, estudos in vivo demonstraram que o tratamento de ratos
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“nocaute” (KO) para X-ALD com lovastatina e com simvastatina (outro inibidor da 3-
OH-HMG-CoA redutase) ndo resultou em qualquer mudanca ou resultou até em
aumento dos niveis teciduais de VLCFA, respectivamente (Cartier et al., 2000; Yamada
et al., 2000). Cabe salientar que os animais KO para X-ALD, sdo modelos que nao
mimetizam as caracteristicas neuroinflamatorias encontradas nas formas cALD.

No futuro, a terapia genética, podera ser o passo fundamental para a possibilidade
de cura da X-ALD. Atualmente, estudos estdo em andamento demonstrando a correg¢ao
da beta-oxidacdo peroxissomal depois de uma transferéncia viral de cDNA em
fibroblastos e células hematopoiéticas, porém nio sdo suficientemente eficazes para

justificar testes clinicos (Unterranier ef al., 2000; Cartier, 2001).

1.5 Espectro Zellweger

Em 1964, Hans Zellweger e colaboradores descreveram o primeiro caso de uma
doenca congénita e fatal que afetava cérebro, figado, retina, ossos e rins, que atualmente
¢ conhecido como sindrome hepato-cerebro-renal de Zellweger ou Sindrome de
Zellweger. O primeiro relato de que esta anomalia congénita era causada pelo defeito da
biogénese dos peroxissomos foi apresentado por Sidney Goldfisher e colaboradores em
1973. Desde entdo, outros fenotipos menos graves como adrenoleucodistrofia neonatal
(NALD) e a doenca de Refsum Infantil foram descritos. Sendo assim, a Sindrome de
Zellweger (SZ), adrenoleucodistrofia neonatal e doenca de Refsum Infantil constituem o
Espectro de Zellweger que ¢ assim denominado por envolver esses trés fendtipos de
maior a menor gravidade de acometimento da doenca da biogénese peroxissomal em
que a clinica se sobrepde. Todas essas doencas, que se manifestam na fase neonatal e no

inicio da primeira infancia, sdo herdadas de forma autossdmica recessiva e sua
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incidéncia minima ¢ estimada em 1:50 000-100 000 (Gould et al., 2001; Steinberg et
al., 2006).

Os pacientes com o Espectro Zellweger apresentam caréncia de algumas fungdes,
como: nao conseguem degradar acidos graxos de cadeia muito longa, devido ao defeito
na beta oxidacdo peroxissomal, ndo podem sintetizar plasmalogenos (éter de
fosfolipidios); ndo sintetizam completamente os lipidios intermediarios do metabolismo
dos 4cidos biliares; apresentam problemas no catabolismo do acido pipecoélico e com a
oxidacao dos acidos fitanico e pristanico, obtendo como resultado o acimulo em tecidos
(Gould et al., 2001; Steinberg et al., 2006).

As doengas do Espectro Zellweger se devem a mutagdo ou mutagdes nos genes
PEX que normalmente codificam as proteinas peroxinas, cujas expressdes apropriadas
sd0 necessarias para a biogénese do peroxissomo. Mais de 14 mutagdes ja foram
descritas (Gould ef al., 2001;Wanders e , 2004; Steinberg et al., 2006).

A Sindrome de Zellweger cldssica tem como a principal manifestagdo clinica
dismorfias craniofaciais que incluem fronte alta, fontanela ampla, palato ogival, nariz
achatado, hipoplasia das pontes supraorbitais, epicanto ¢ deformidade dos lobulos das
orelhas, assim como manifestagdes de dano cerebral. As anormalidades cerebrais nestes
individuos incluem displasias corticais, microgiria, defeitos na migracdo neuronal e
desmielinizagdo. Os pacientes apresentam disfungdes neuroldgicas como grave retardo
neuropsicomotor, hipotonia profunda, hiporreflexia, crises convulsivas durante o
periodo neonatal. Além disso, outros problemas estdo presentes, como glaucoma,
degeneragdo da retina, opacificagdo corneana, catarata, cegueira, surdez em diferentes
graus, hepatomegalia e anormalidades hepaticas (colestase, fibrose hepatica). Alguns
destes pacientes geralmente apresentam calcificagdes puntiformes nas epifises 0sseas

(patela), malformagdes cardiacas e pequenos cistos renais e esplénicos. A maior parte
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dos afetados falece durante o primeiro ano de vida (Gould et al., 2001; Steinberg et al.,
2006).

A adrenoleucodistrofia neonatal e a doenga de Refsum infantil (IRD) se encaixam
na faixa menos severa do Espectro Zellweger. Para NALD, os achados clinicos mais
caracteristicos sao a desmielinizacdo cerebral com a possibilidade de apresentar
paquipolimicrogirira e as dismorfias minimas ou ausentes. Ao nascimento ou a tenra
infincia, o que chama atencdo ¢ a marcante hipotonia muscular sem resposta a
estimulos. Além disso, estes pacientes apresentam convulsdes, porém nao costumam
apresentar cistos renais, nem calcificagdes Osseas. Alguns pacientes mimetizam uma
doenca neuromuscular semelhante a uma atrofia muscular espinhal como a doenga de
Werdnig-Hoffman (Gould et al., 2001; Steinberg et al., 2006).

Na Doenga de Refsum Infantil, a caracteristica principal ¢ a idade inicial mais
avancada da institui¢do dos sintomas, além da maior sobrevida, mesmo apresentando
alguns sintomas semelhantes a da SZ. Os pacientes com a IRD apresentam minimas
dismorfias faciais ¢ normalmente comeg¢am seu desenvolvimento neuromuscular de
forma normal para posteriormente desenvolver problemas neurologicos entre o primeiro
e o terceiro ano de vida. Estes problemas de desenvolvimento cognitivos e motores
englobam moderados problemas de aprendizagem, problemas auditivos (surdez) e
visuais, estes ultimos devido a retinopatia. Essa forma clinica ndo apresenta defeito na
migragdo neuronal, nem altera¢do progressiva da substancia branca (Gould et al., 2001;
Steinberg et al., 20006).

Todas as doengas que apresentem alguma anormalidade na metabolizacao lipidica
peroxissomal apresentam disfun¢des neuroldgicas com diferentes graus de gravidade.
Nas doengas do Espectro Zellweger, ha trés tipos de envolvimentos no SNC

caracteristicos: alteracdes na migracdo neuronal, anormalidades na formagdo e
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manutencdo da substancia branca e degeneracdao e envolvimento neuronal seletivo. A
migracao neuronal anormal com heterotopias de algum grupo de neurdnios que nao
puderam migrar ao cortex caracteriza displasia neocortical. Também ¢é observado
heterotopias de células de Purkinje no cerebelo. A anormalidade na substancia branca
nessas doengas ¢ devida um defeito na formagao da mielina, ou seja, desmielinizagdo, o
que também esta presente nas regides cerebelares (olivo-cerebelares) e/ou cerebrais. O
grau ¢ a seriedade da degenerac¢do ¢ do envolvimento neuronal variam com o grau da
gravidade clinica e o envolvimento bioquimico, ¢ a maioria dessas alteracdes e
degeneragdes comeca no periodo pré-natal e pds-desenvolvimento neuronal (Gould et
al., 2001; Steinberg et al., 2006).

Para o diagndstico de uma doenca peroxissomal como o Espectro Zellweger,
devem ser considerados as manifestagdes clinicas, a idade do inicio dos sintomas e
principalmente as determinagdes bioquimicas. Nessas enfermidades sdo observadas
alteracdes nos niveis plasmaticos de VLCFA, dos 4cidos pristanico, fitanico, pipecdlico
e biliares (4cidos triidroxicolestandico - THCA e diidroxicolestandico - DHCA) e
também a auséncia da sintese de plasmaldogenos detectada nas hemadcias. As
anormalidades bioquimicas detectadas em sangue e ou urina também devem ser
confirmadas em cultura de fibroblastos (Gould et al., 2001; Steinberg et al., 2006).

Dois modelos animais para essas doengas ja foram descritos em que ha delecdo de
genes PEX. No primeiro caso, o modelo foi obtido pela deple¢ao do gene PEXS (Baes
et al., 1997). Os animais afetados apresentaram um retardo no crescimento intra-uterino,
porém nasceram vivos € com caracteristicas mendelianas compativeis, morrendo apenas
dois dias apds o nascimento. Estudos histoldgicos no neocortex desses animais
evidenciaram um defeito na migracdo e na maturagdo neuronal, bem como uma

extensiva morte neuronal apoptdtica, condizente com o encontrado em pacientes ZS. O
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outro modelo animal envolve a deplecao do gene PEX 2 (Faust e Hatten, 1997). Os
camundongos nasceram extremamente hipotonicos e hipoativos, morrendo algumas
horas depois. Os animais apresentaram niveis elevados de VLCFA e diminuidos de
plasmaldégenos. O SNC apresentou uma expressiva anormal migracdo neuronal,
semelhante ao encontrado em pacientes ZS (Gould et al., 2001; Steinberg et al., 2006).
O tratamento para estas enfermidades ¢ essencialmente sintomatico. A
administracdo de anticonvulsivantes frente a uma convulsdo e de vitamina K para
melhorar transtornos hemorragicos relacionados com a hepatopatia. Em geral, tenta-se
limitar o consumo de gorduras saturadas, de VLCFA e de acido fitanico. Os pacientes
que apresentam um quadro com menor gravidade podem ser beneficiados com o uso de
acido docosahexaendico (DHA). O DHA ¢ um dacido graxo insaturado (6 ligacdes
duplas e 22 carbonos) e ¢ um produto fisiol6gico, sendo um componente fundamental
para as membranas celulares, principalmente na retina e no cérebro (Martinez et al.,
1993; Martinez et al., 2000).0s individuos com SZ e os outros fendtipos relacionados
apresentam niveis de DHA diminuidos no cérebro, na retina e plasma e por isso a sua

administracao pode ser util a estes individuos.

1.6 Radicais livres e espécies reativas

Os atomos contém um nucleo e os seus elétrons movem-se ao redor desse nucleo,
usualmente aos pares. Um radical livre é qualquer atomo ou molécula que contém um
ou mais elétrons ndo pareados. Esses elétrons ndao pareados alteram a reatividade
quimica de um atomo ou molécula, fazendo-o mais reativo, ou seja, apresentando uma
forte tendéncia a iniciar reacdes em cadeia pela retirada de um elétron da molécula

vizinha para completar seu proprio orbital (Halliwell, 1994). Portanto, radical livre ¢
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qualquer espécie capaz da existéncia independentemente de conter um ou mais elétrons
ndo pareados, como por exemplo, anion superdxido (O,"), radical hidroxila (OH) e
oxido nitrico (NO °) (Halliwell e Gutteridge, 1990).

Virias sdo as fontes geradoras de radicais livres. Os sistemas bioldgicos sdo
expostos a radicais livres que s3o formados endogenamente (subprodutos do
metabolismo aerdbico, como fosforilagio oxidativa) ou que sdo resultados de
influéncias externas, como a radiacdo ionizante e a exposicdo a radiagdo
eletromagnética (Southorn e Powis, 1988; Wulf, 2001).

Entretanto, hd compostos tdo reativos quantos os radicais livres que ndo possuem
elétrons desemparelhados na Ultima camada, classificados como espécies reativas. As
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo derivadas de oxigénio e ndo sdo
necessariamente radicalares, como peroxido de hidrogénio e oxigénio singlet (Drodge,
2002). A redugdo parcial de oxigénio ocorre nos sistemas biologicos, gerando as ERO
que sdo potencialmente lesivas a proteinas, acidos nucléicos e lipidios. O radical
superoxido e outras ERO sdo formados em todos os organismos aerdbios por reacdes
enzimdticas e ndo enzimdticas, assim seus niveis aumentam tanto em processos
fisiolégicos quanto em patolégicos, mas hd mecanismos eficientes para sua
desintoxificagdo (Bergendi ef al., 1999).

Além das ERO, existem as espécies reativas de nitrogénio (ERN). O 6xido nitrico
(NO ) é um radical livre gerado nos sistemas biologicos pela 60xido nitrico sintase
(ONS). Devido aos seus efeitos na neurotransmissdo, na vasodilatagdo e na resposta
imune, NO * desempenha um papel importante em aspectos fisiologicos, em patologicos
e em farmacologicos (Giulivi, ef al., 1998). A toxicidade da NO * envolve reagdes de
oxidacdo, mas o 6xido nitrico por si s6 ¢ um fraco oxidante. Contudo, o 6xido nitrico

pode ser convertido a um potente oxidante ao reagir com o radical superdxido
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produzindo peroxinitrito (ONOO’) e o seu conjugado acido, o acido peroxinitroso
(ONOOH). O peroxinitrito ¢ capaz de oxidar tidis, lipidios e residuos de metionina no

sitio ativo do inibidor da a1 proteinase (Pryor et al., 1994).

1.7 Defesas antioxidantes

A formagao de radicais livres ¢ um processo que pode decorrer de processos
metabolicos normais e também de exposi¢do a fatores ambientais como irradiacao (luz
UV, raios X e y) e poluentes na atmosfera (ozénio, N,O,, NO,, fumaga de cigarro)
(Ames et al., 1993; Matés et al., 1999; Halliwell e Gutteridge, 2007). Para evitar o dano
celular por todo esse processo, os sistemas bioldgicos desenvolveram sistemas de defesa
antioxidante, convertendo as espécies reativas em derivados inativos (Halliwell, 1994).
Esses mecanismos de defesa incluem a prevencdo da formagdo de radicais livres
(antioxidantes preventivos), remocao de radicais livres e processos de reparos (Travacio
e Llesuy, 1996; Matés et al., 1999).

Os antioxidantes podem ser definidos como ‘qualquer substincia que, quando
presente em baixas concentragdes em relagdo ao substrato oxidavel, significativamente
retarda ou previne a oxidagdo desse substrato’ (Halliwell e Gutteridge, 2007). Os

antioxidantes podem ser enzimaticos € ndo-enzimaticos.

1.7.1 Enzimas antioxidantes

Os sistemas biologicos desenvolveram um sistema enzimatico de defesa para

proteger-se contra os efeitos danosos dos radicais livres nos processo oxidativos:
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catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (Halliwell,
1994; Matés et al., 1999).

Catalase ¢ uma hemoproteina presente em todas as células de mamiferos e esta
localizada, principalmente, nos peroxissomos. A catalase esta presente nos eritrocitos e
no figado e em menor extensao no plasma, no coragao, no pulmao e no cérebro, pois sao
orgdos que possuem um menor nimero de peroxissomos. Essa enzima controla os
niveis de perdxido de hidrogénio, pois € responsavel pela sua degradagdo: catalisa a
transformag¢do de duas moléculas de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Travacio e Llesuy, 1996; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Superdxido dismutase ¢ uma enzima presente em todos os organismos aerobios,
que catalisa a dismutagdo de dois radicais superdxidos, formando H,O, e O,. Esta
reacdo pode ocorrer de modo espontaneo em pH fisioldgico, porém quando a SOD esta
presente a velocidade desta reagdo ¢ 10* vezes maior (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Existem dois tipos principais:

1) CuZn-SOD (as que contém cobre e zinco no sitio ativo) que sdo encontradas no
citoplasma e nos fluidos celulares;
2) Mn-SOD (as que contém manganés no sitio ativo): presentes na matriz

mitocondrial (Travacio e Llesuy, 1996).

Glutationa peroxidase ¢ a enzima que catalisa a decomposi¢do de hidroperoxidos,
utilizando a glutationa reduzida como co-substrato. A reducdo de hidroxidos organicos
e inorganicos se da através da glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada
(GSSG) e o produto de redugdo dos hidroperoxidos (a agua ou alcoois) (Travacio e
Llesuy, 1996). A glutationa peroxidase ¢ encontrada em todos os tecidos animais,
apresentando alta atividade no figado e nos eritrocitos, mas apresenta baixa atividade

nos pulmoes, no coracdo e menor ainda nos musculos. Essa enzima ¢ considerada um
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dos principais sistemas de defesa antioxidante (Matés et al., 1999; Halliwell e

Gutteridge, 2007).

1.7.2 Defesas antioxidantes nao enzimaticas

As defesas antioxidantes nao enzimaticas compreendem as proteinas ligantes de
metal (como a transferrina, a hemopexina, a ceruloplasmina e a ferritina), os
metabolitos e co-fatores (acido urico, bilirrubina), os componentes provenientes da dieta
[como tocoferodis (vitamina E e a-tocoferol), acido ascorbico, carotendides, a vitamina
A, bioflavonodides]. Além desses, estdo incluidos a glutationa, a melatonina, a
haptoglobina e a albumina, entre outras. O modo de atuagdo dos antioxidantes para
proteger o organismo contra a agdo de radicais livres ¢ bastante diverso, podendo
abranger remog¢ao do oxigénio presente no meio, sequestro das ERO ou precursores,
bem como a inibi¢ao da formagdo dessas espécies reativas (Halliwell, 1994). Outros
mecanismos utilizados sdo o de quelacdo de ions metalicos por meio de proteinas
transportadoras (ferritina e transferrina), o de reparo do DNA ¢ o de degradagdo de

proteinas lesadas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

1.8 Estresse Oxidativo

Normalmente, sdo produzidas durante o metabolismo celular aerdbico vérias
substancias eletricamente instaveis e potencialmente reativas (os radicais livres) com
moléculas bioldgicas capazes de causar oxidacdo e dano irreversivel a célula. O
organismo estd normalmente em equilibrio entre a produ¢do e degradacdo de radicais

livres que existem em baixas concentragdes em todos os tecidos biologicos (Wulf,
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2001). Quando um desequilibrio ocorre entre a capacidade antioxidante e as espécies
reativas produzidas (pro-oxidantes), em favor destas, cria-se um estado que se denomina
estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Perante o estresse oxidativo, o organismo pode reagir de duas formas: adaptando-
se ou sofrendo injuria celular. Em um caso de estresse oxidativo brando, as células
suportam e respondem a essa situagdo com um aumento na producdo de defesas
antioxidantes, tentando com essa adaptagdo restabelecer o equilibrio pro-
oxidante/antioxidante. Entretanto, um estresse oxidativo severo pode causar injuria
celular e quando muito intenso produz danos irreversiveis que leva a morte celular

(Halliwell e Gutteridge, 2007).

O desequilibrio pro-oxidante/antioxidante pode causar dano a todos os tipos de
biomoléculas (DNA, proteinas e lipidios). Assim, as principais conseqiiéncias
secundarias ao estresse oxidativo em sistemas bioldgicos sdo: lipoperoxidagdo da
membrana celular, oxidacdo de proteinas e lesio DNA/RNA celular (Halliwell e

Gutteridge, 2007).

A peroxidacdo de lipidios de membrana (lipoperoxidagdo) € um processo
fisiologico continuo que ocorre nas membranas celulares decorrente da agdo dos
radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 2007). Os principais efeitos da lipoperoxidacao
sobre a membrana sdo a lesao na membrana, alteracdo da fluidez da membrana, o
aumento da permeabilidade, alterando a seletividade e as trocas i0nicas, acarretando o
influxo excessivo de calcio, o qual ativa as enzimas autoliticas causando protedlise e
morte celular. Esses efeitos dependem de qudo sensivel o tecido (quantidade de
material lipidico, nivel de defesa antioxidante) esta para a lipoperoxidagdo (Halliwell e

Gutteridge, 2007).
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A oxidagao de proteinas decorre, principalmente, da acdo dos radicais livres sobre
os grupos tidis (grupamento sulfidril e metionil), causando também agregacao e
fragmentacdo de aminoacidos, o que leva a desnaturacao (Arkezenov e Markesbery,
2001). Também ocorre, na oxidagdao protéica, a formacdo de grupamentos carbonilas
que se deve a reagao de oxidacao entre a cadeia lateral de alguns aminoacidos e espécies
reativas (Reznick e Parker, 1994). Algumas das conseqiiéncias da oxidacdo protéica
sdo: a reducdo ou a inativagao da atividade enzimatica, o dano a receptores, o dano de
vias de transducao de sinais e de transporte prejudicados (Halliwell e Gutteridge, 2007).

As espécies reativas produzem uma grande variedade de danos ao DNA, podendo
provocar a cisdo do anel desoxirribose dos acidos nucléicos e o rompimento da ligacao
glicose-fosfato, com liberagdo de bases livres dos nucleotideos. Isso promove inibi¢ao
da sintese protéica e mutacdes, o que pode contribuir e ser de grande importancia para
origem de diversas doengas, como diversos tipos de cancer, Sindrome de Bloom,

doenca de Parkinson, entre outras (Halliwell e Gutteridge, 2007).

1.8.1 Estresse oxidativo e o sistema nervoso central

Virias doengas neurologicas nas quais parece haver envolvimento de radicais
livres em sua fisiopatologia estdo descritas: doenga de Parkinson, doenca de Alzheimer,
isquemia, esclerose multipla, esclerose lateral amiotrofica, doengas inflamatorias,
epilepsia, etc (Reznick e Packer, 1993; Przedborski et al., 1996; Ben-Menachem et al.,
2000). O cérebro tem concentracdes relativamente baixas de enzimas antioxidantes e um
conteudo lipidico relativamente alto com grandes quantidades de acidos graxos
insaturados e catecolaminas, os quais sdo substratos suscetiveis ao ataque das espécies
reativas de oxigénio (Reznick e Packer, 1993; Halliwell e Gutteridge, 2007). Assim,

oligodendrocitos sdo mais sensiveis ao ataque oxidativo e/ou nitrativo in vitro devido ao
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seu baixo nivel de defesas antioxidantes e alto contetdo de ferro, o que resultaria in vivo
em morte celular e, portanto, em desmielinizagdo. Ainda, o dano oxidativo pode atacar a
bainha de mielina através de macréfagos diretamente por lipoperoxidacao e
indiretamente por ativacdo de proteases e fosfolipases. Evidéncias para existéncia de
danos oxidativos e nitrativos dentro de lesdes desmielinizantes incluem tanto a presenca
de peroxidos lipidicos e protéicos, como nitrotirosinas, um marcador de formagdo de
peroxinitrito (Smith et al., 1999; Halliwell e Gutteridge, 2007).
Além disso, hd outras razdes para tamanha vulnerabilidade que o cérebro
apresenta perante o estresse oxidativo, tais como (Halliwell e Gutteridge, 2007):
e Alto transporte de Ca™ através de membranas neuronais, sendo que qualquer
alteracdo neste fluxo pode gerar estresse oxidativo;
¢ Presenga de aminodcidos excitotoxicos, que podem gerar estresse oxidativo;
e Alto consumo de oxigénio por unidade de massa de tecido;
¢ Presenga de neurotransmissores muitos das quais sdo moléculas auto-oxidaveis;
e Presenca de altas concentragdes de ferro em algumas areas cerebrais (por exemplo
a substancia nigra, o nicleo caudado, o putamen e o globus palidus);
e Geragdo de perdxido de hidrogénio pelo metabolismo cerebral normal, um
exemplo disso ¢ a oxidagdo da dopamina pela monoaminoxidase (MAO);
e Algumas células gliais (microglia), como os macréfagos, podem produzir O, e

H,0, quando ativados.

1.8.2 Estresse oxidativo e marcadores sanguineos

Evidéncias t€ém se acumulado mostrando que o dano gerado pelos radicais livres é

importante em algumas doengas neurodegenerativas, em doencgas cronico-inflamatorias,
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nas doengas vasculares e no cancer (Halliwell e Gutteridge, 1996), sendo essas
resultantes (ou geradoras) de um desbalanco redox na producao e consumo de espécies
reativas de oxigénio e/ou de nitrogénio, os quais podem causar danos e perda de fungdes
a proteinas, polissacarideos, lipidios e DNA. Esse desequilibrio redox pode ser
analisado em sangue humano total ou em um dos seus constituintes, como eritrocitos,
leucdcitos, plasma e soro. Essas amostras bioldgicas sdo fontes de marcadores in vivo de
estresse oxidativo, uma vez que através do sangue circulam antioxidantes, outras
substancias que sofreram a¢ao das espécies reativas e produtos de reagdes entre espécies
reativas e biomoléculas (Dalle-Donne et al., 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007).

O sistema antioxidante sanguineo ¢ classificado como enzimatico e ndo-
enzimatico. O enzimatico, representado pelas enzimas antioxidantes (CAT, GPx, SOD),
estd presente predominantemente no meio intracelular, sendo entdo os eritrocitos as
amostras mais adequadas para andlise. O sistema antioxidante ndo-enzimatico ¢
formado por diversas substancias, tais como, glutationa, vitamina C, tocoferdis, beta-
caroteno, acido urico, transferrina e ceruplasmina e se localiza no meio extracelular,
com exce¢do da glutationa (intracelular), por isso ¢ analisado em soro ou plasma
(Travacio e Llesuy, 1996; Matés et al., 1999; Dalle-Donne et al., 2006; Halliwell e
Gutteridge, 2007).

As biomoléculas reagem com ERO e ERN, produzindo diversos produtos que sao
considerados marcadores de dano oxidativo, que podem ser identificados no sangue,
como dano a lipidios (produtos de lipoperoxidacdo: malondialdeido), a proteinas
(produtos da oxidacdo protéica: conteudo de sulfidrilas e de carbonilas) e ao DNA.
Essas substincias podem ser analisadas por determinagdes espectrofotométricas,
cromatograficas e eletroanaliticas. (Dalle-Donne et al., 2006; Halliwell e Gutteridge,

2007).
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1.8.3 Estresse oxidativo e os erros inatos do metabolismo

Acredita-se que o estresse oxidativo possa estar envolvido em diferentes erros
inatos do metabolismo (Colomé et al., 2000; Wajner et al., 2004). Foi observado que a
geracao de radicais livres pode participar da disfuncdo neuroldgica de algumas
acidemias organicas, como as acidemias propidnica ¢ metilmalonica (Fontella et al.,
2000), bem como na acidemia glutarica (Kolker et al., 2001; Latini et al., 2002; Latini
et al., 2005). Além disso, os radicais livres parecem estar envolvidos na fisiopatologia
de algumas aminoacidopatias como fenilcetontria (Sierra et al., 1998; Artuch et al.,
2004; Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006; Sitta et al., 2009), homocistinuria (Streck et
al., 2003; Stefanello et al., 2005), tirosinemia tipo 1 (Bird et al., 1995) e Doenca da
Urina do Xarope do Bordo (Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005; Barschak et al., 2006;
Barschak et al., 2007; Barschak et al., 2008).

Vargas et al. (2004) verificaram que varios parametros de estresse oxidativo estao
alterados em plasma, eritrocitos e fibroblastos de pacientes sintomaticos com X-ALD. O
aumento da lipoperoxida¢do e a diminui¢do da reatividade antioxidante total sdo
indicativos de que o estresse oxidativo esteja envolvido na X-ALD. Postula-se entdo
que o mesmo poderia explicar a0 menos em parte 0 comprometimento neurologico dos
pacientes portadores desta doenga. Ainda, Deon e colaboradores (2006) observaram que
o tratamento com 6leo de Lorenzo ndo protege ou atenua a produgdo de radicais livres
em pacientes X-ALD sintomaticos e assintomaticos.

Aumentos de produto do 6xido nitrico (nitritos e nitratos) e de anion superdxido
foram encontrados em células gliais suplementadas com Cye.0, principal acido graxo de
cadeia muito longa acumulado na X-ALD (Di Biase et al., 2004). Segundo os autores, a

liberagdo desses produtos oxidativos indica que os radicais livres tém papel importante
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na patogénese da resposta neuroinflamatoria na X-ALD.

Além disso, Di Biase et al. (2005) observaram que L-mono-metil-arginina e N-
acetilcisteina (NAC), um conhecido agente antioxidante, inibiram ndo somente a
producdo de nitritos, mas também a de superdxido em células gliais adicionadas de
Ca6:0. Sendo assim, ao considerarem a adicao de Cpyso em células gliais de ratos um
modelo viavel in vitro para X-ALD, os autores sugerem que as células gliais dos
pacientes X-ALD s3o muito suscetiveis a agentes oxidativos, o que resultaria num
aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio e na deplecao da glutationa.

Estudos post mortem em cortex adrenal e cérebro de pacientes com X-ALD
demonstraram evidéncias de estresse oxidativo nesta doenga (Powers et al., 2005). O
estresse oxidativo foi evidenciado através do aumento da expressdo das enzimas
manganés-superoxido dismutase e hemoxigenase-1, que constituem o sistema
antioxidante cerebral. O dano oxidativo foi evidenciado através do aumento tecidual da
lipoperoxidagdo detectado pelo aumento da producdo de malondialdeido e de 4-
hidroxinonenal. A presenca de proteinas nitrosiladas nas lesdes desmielinizantes
evidencia a participacdo do peroxinitrito, uma das moléculas mais danosas dentre as
espécies reativas do nitrogénio.

Acredita-se que o acimulo dos metabolitos toxicos dos EIM possa induzir ou
estar relacionado a geragdo de radicais livres nessas doengas, contribuindo para a
fisiopatologia destas doengas, apesar do mecanismo responsavel pelo estresse oxidativo

nos EIM ndo estar ainda completamente esclarecido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar parametros de estresse oxidativo nas doencas peroxissomais como:

adrenoleucodistrofia ligada ao X e as doencas do Espectro Zellweger.

2.2 Especificos

2.2.1 Capitulo 1. Avaliar o efeito do tratamento com 6leo de Lorenzo sobre os niveis
plasmaticos de Cys:0 € Ca6:0/Ca2:0 €m pacientes portadores das formas cerebral

infantil e assintomaticos com X-ALD.

2.2.2 Capitulo 2. Avaliar pardmetros de estresse oxidativo como as espécies reativas
do 4cido tiobarbittrico (TBA-RS) e o status antioxidante total (TAS) em plasma

de pacientes sintomaticos e assintomaticos com X-ALD.

2.2.3 Capitulo 3. Avaliar pardmetros de estresse oxidativo como as espécies reativas
do 4cido tiobarbitirico (TBA-RS), o status antioxidante total (TAS) e a
reatividade antioxidante total (TAR) em plasma de mulheres heterozigotas para

X-ALD.
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2.2.4 Capitulo 4. Avaliar parametros de estresse oxidativo como o conteudo total de
tidis, as espécies reativas do acido tiobarbitirico (TBA-RS) e o status
antioxidante total (TAS) em plasma de pacientes portadores de doencas do

Espectro Zellweger.
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3. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na forma de artigos cientificos.

3.1 Capitulo 1 — Artigol

Hexacosanoic and docosanoic acids plasma levels in patients with cerebral childhood
and asymptomatic X-linked adrenoleukodystrophy: Lorenzo’s oil effect.

Marion Deon, Mariana Pires Garcia, Angela Sitta, Alethéa G. Barschak, Daniella M.
Coelho, Graziela O. Schimitt, Maiara Pigatto, Laura B. Jardim, Moacir Wajner, Roberto

Giugliani, Carmen R. Vargas.
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Abstract X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is an inherited disorder of
peroxisomal metabolism, biochemically characterized by deficient {3-oxidation of
saturated very long chain fatty acids (VLCFA). The consequent accumulation of these
fatty acids in different tissues and in biological fluids is associated with a progressive
central and peripheral demyelination, as well as with adrenocortical insufficiency and
hypogonadism. Seven variants of this disease have been described, being cerebral
childhood the most frequent. The recommended therapy consists of the use of the
glyceroltrioleate/glyceroltrierucate mixture known as Lorenzo’s Oil (LO), combined
with a VLCFA-poor diet, but only in asymptomatic patients will this treatment prevent
the progression of the symptomatology. In the present study we evaluated the
biochemical course of patients with cerebral childhood (CCER) and asymptomatic
clinical forms of X-ALD treated with LO associated with a VLCFA-restricted diet. We
observed that hexacosanoic acid plasma concentrations and hexacosanoic/docosanoic
ratio were significantly reduced in CCER patients during treatment when compared
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with diagnosis. Hexacosanoic acid plasma level was significantly reduced when
compared with that at diagnosis and achieved the normal levels only in asymptomatic
patients under LO treatment. In asymptomatic patients the magnitude of hexacosanoic
acid decrease was higher than that of the CCER patients. These results show the good
biochemical response of LO treatment in asymptomatic X-ALD patients. It is possible
to suppose that this could be correlated with the prevention of the appearance of
neurological signals in this group of patients treated with LO.

Keywords Adrenoleukodystrophy - Hexacosanoic acid - Tetracosanoic acid -
Lorenzo’s Oil - Peroxisomes - Very long chain fatty acids

Introduction

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is the most common inherited disorder
of the peroxisomal metabolism, with a frequency estimated of 1:21,000 males
(Moser 20006). In this disease, there is impairment in shortening the chain of very
long saturated fatty acids and their derivatives, leading to tissue accumulating of
VLCFA (Moser et al.2001). The major accumulated saturated fatty acids are
hexacosanoic acid (C,g.9) and tetracosanoic acid (C,s.9) (Korenke et al. 1995;
Moser and Moser 1991). It is presumed that the increased concentrations of these
metabolites cause progressive demyelination of the white matter in central nervous
system and also adrenal insufficiency (Ruiz et al. 1996; Moser et al. 2004; Dubey
et al. 2005).

X-ALD is clinically heterogeneous, with the occurrence of different phenotypes:
childhood cerebral form (CCER), juvenile cerebral form, adult cerebral form,
adrenomyeloneuropathy (AMN), isolated Addison disease, olivo-ponto-cerebelar
and asymptomatic patients, which can be manifested within the same family (van
Geel et al. 1997; Moser 1997; Moser et al. 2001; Moser 2006). The most common
clinical forms are CCER, AMN, Addison and asymptomatic patients (Moser et al.
2001; Mahmood et al. 2005).

At the moment, there is no effective therapy for X-ALD patients. It was however
demonstrated that a mixture of monounsaturated oleic acid (C;g.1) in triglyceride
form (glyceroltrioleate, GTO) with monounsaturated erucic acid (C,,.;) in
trygliceride form (glyceroltrierucate, GTE) at the 4:1 proportion, called Lorenzo’s
oil (LO), combined with a VLCFA-poor diet is able to normalize plasma C,g.o levels
within one month (Moser 1997; Moser et al. 2001). The clinical effectiveness of this
treatment is presently questioned since it did not prevent the progression of
preexisting neurological symptoms (van Geel et al. 1999; Restuccia et al. 1999;
Moser et al. 2001,) and favorable responses occur only in patients beginning
treatment before the appearance of neurological symptoms (Moser et al. 2005).

Therefore, considering that the accumulation of VLCFA contributes to X-ALD
pathogenesis and that LO treatment combined with a VLCFA-poor diet prevent the
appearance of symptoms in asymptomatic patients, the objective of the present
study was to evaluate the biochemical course of X-ALD Brazilian patients with
different clinical forms (CCER and asymptomatic) treated with Lorenzo’s Oil and
a VLCFA-restricted diet.
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Materials and methods
Patients and controls

In the present study we evaluated 11 patients with different clinical forms of X-ALD
(5 CCER and 6 asymptomatic forms) at the moment of diagnosis and after
20 months (in average) under treatment with a VLCFA-poor diet and Lorenzo’s Oil.
The average age at diagnosis was 8 years for CCER patients and 7 years for
asymptomatic patients. The control group was obtained from healthy age matched
individuals.

Clinical symptoms of the CCER patients included leukodystrophy, learning
difficulty, seizures and hyperactivity. All patients included in this study received LO
treatment, at a dose of 2-3 ml kg ' day ™', plus a VLCFA restricted diet. Asymptomatic
patients did not present any neurological symptom during the period of therapy.

The study was conducted according to the recommendations of the Ethics
Committee of the Clinical Hospital of Porto Alegre and all patients gave informed
written consent to participate to the investigation.

Sample preparation

Plasma was prepared from whole blood samples obtained from controls (healthy
individuals) and from X-ALD patients before and after LO treatment by venous
puncture with heparinized vials. Whole blood was centrifuged at 3,000 rpm, plasma
was rapidly removed by aspiration and frozen at —80°C until analysis.

Methods

Plasma VLCFAs were analyzed according to the technique by Moser and Moser
(1991). This laboratorial procedure consisted of the preparation of total lipid extract
and after a treatment of this extract with methanolic HCI (3 N) for the formation of
fatty acid methyl esters, which were then purified by thin-layer chromatography.
The fatty acid methyl esters purified were extracted with hexane and analysed by
gas chromatography. A Varian gas chromatographer with an HP-5 column (5%
methylphenyl silicone, 0.33 mm film thickness, 0.2 mm inner diameter and 25 m in
length), a flame ionization detector, a split/splitless injector, and helium as the
mobile phase were utilized. Cy;.o (docosanoic acid) and Cyg.o (hexacosanoic acid)
concentrations expressed in umol/l were determined and the C,4.0/Css. ratio was
calculated. Heptacosanoic acid (C,7.9) was used as internal standard.

Statistical analysis

Data were expressed as mean+standard deviation. For the statistical analysis, non-
paired Student ¢ test was used to compare results from control and X-ALD after and
before LO treatment and paired Student 7 test was also used to compare results from
X-ALD after and before LO treatment (Altman 1991). A p value of less than 0.05
was considered to be significant. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer.
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Results

Figures 1 and 2 illustrate the plasma concentrations of Cyg.¢ and the Cyg.9/Css.q ratio,
respectively, of controls and X-ALD patients with the different clinical forms (CCER
and asymptomatic) at diagnosis and after 20 months under LO treatment.

It can be observed in all figures that at diagnosis there was a significant difference
between the plasma VLCFA levels of the two X-ALD clinical forms (CCER and
asymptomatic) when compared to controls.

Figure 1 shows a significant decrease of C,¢.¢ plasma levels in asymptomatic
[#(5)=5.063; p<0.01] and CCER patients [#(4)=3.119; p<0.05] after LO treatment.
Furthermore, hexacosanoic acid plasma levels achieved the normal values only in
asymptomatic patients.

Figure 2 shows that Cy4.¢/Cy,.o ratio was decreased in asymptomatic [#5)=3.292;
»<0.05] and CCER [#(4)=4.001; p<0.05] patients after the beginning of LO
treatment and that these ratio were different from the control group.

Discussion

X-ALD is an inherited disorder of peroxisomal metabolism biochemically character-
ized by deficient (3-oxidation of saturated very long chain fatty acids, particularly
hexacosanoic acid and tetracosanoic acid. As it was assumed that the excess of
VLCFAs was toxic to myelin and to adrenal cortex and testis, several attempts were
made to lower the plasma concentrations of VLCFAs (Moser et al. 2001). Dietary
treatment with a 4:1 mixture of glyceroltrioleate and glyceroltrierucate (LO) lowers
and almost normalizes plasma VLCFA concentrations (particularly the C26:0
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Fig. 1 Csyg.0 plasma levels of X-ALD patients with different clinical forms (CCER and asymptomatic) at
diagnosis and under LO treatment and controls. The broken lines indicate the normal ranges. Data
represent the mean+SD. Non-paired Student ¢ test was used to compare results from control and X-ALD
after and before LO treatment (¥**p<0.01) and paired Student ¢ test was used to compare results from X-
ALD after and before LO treatment. (*p<0.05 and #p<0.01)
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Fig. 2 Cy6.0/Cas.0 plasma levels of X-ALD patients with different clinical forms (CCER and
asymptomatic) at diagnosis and under LO treatment and controls. The broken lines indicate the normal
ranges. Data represent the mean+SD. Non-paired Student # test was used to compare results from control
and X-ALD after and before LO treatment (*p<0.05 and **p<0.01) and paired Student ¢ test was used to
compare results from X-ALD after and before LO treatment. ("p<0.05)

levels), but did not ameliorate or alter the rate of the rapid progression of
neurological symptoms in the cerebral variants of X-ALD (Moser 2006).

We described here our experience on the treatment with Lorenzo’s Oil of 11
X-ALD patients (6 with asymptomatic form and 5 with CCER form) during
20 months. The patients presented significant high plasma levels of VLCFA at the
time of diagnosis. Also, they presented statistical difference of the Cyg.0/Css. ratio
between the two different clinical forms of X-ALD (CCER and asymptomatic) and
the control group during LO treatment.

After 20 months of LO administration and a VLCFA restricted diet, plasma Cyg.9
levels were significantly reduced in CCER patients (42%) and were strongly
decreased (almost 65%) in asymptomatic patients.

Plasma Csg.o levels were above 1.40 mmol/l (normal levels: 0.78 to 1.56 mmol/1)
in all determinations made in the six asymptomatic patients after LO treatment.
Therefore, plasma C,¢. levels were drastically reduced in these patients after the
onset of treatment, indicating that favorable biochemical responses apparently occur
only in asymptomatic patients with X-ALD beginning treatment before the
appearance of neurological symptoms. We also observed that these asymptomatic
patients were kept without neurological symptoms during the 20 months of therapy.
Moser et al. (2005), in a study of 89 asymptomatic with X-ALD treated with LO and
moderate fat restriction during 6.9+2.7 years, observed that hexacosanoic acid
reduction by Lorenzo’s oil was associated with reduced risk of developing magnetic
resonance image (MRI) cerebral abnormalities, and recommended LO therapy for
asymptomatic boys who have normal brain MRIL

Other studies demonstrated that treatment with Lorenzo’s Oil was ineffective in
changing the clinical course of the disease in 15 Italian boys and 20 American boys
with ALD, who already presented neurological symptoms at the diagnosis (Ruiz
et al. 1996; Moser et al. 2001).

@ Springer



48 Metab Brain Dis (2008) 23:43-49

Van Geel et al. (1999) observed a significant reduction of C,¢. levels in AMN,
Addison only phenotype and asymptomatic forms. However, these authors verified
that only in the asymptomatic group LO therapy can postpone the characteristic X-
ALD neurological involvement. Korenke ef al. (1995) observed that AMN and CCER
patients who already presented neurological symptoms when started the LO treatment
presented progression on the disease, even with the reduction of Cyg.. Suzuki ef al.
(2001) follow up 15 CCER individuals under LO therapy and did not observe
alteration on the downhill course in the phenotypes of cerebral demyelination despite
the lowering of plasma VLCFA concentrations.

So, considering the results presented here of drastic reduction of hexacosanoic acid
plasma level especially in asymptomatic X-ALD patients during treatment, it is feasible
that this therapy may contribute to prevent the appearance of symptoms in this group of
patients. It is important to recommend that asymptomatic boys from families at risk to be
affected by X-ALD should have their VLCFA plasma levels measured. In case VLCFA
plasma accumulation is detected LO treatment should be initiated as soon as possible.
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Abstract

Patients affected by X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) present a progressive brain and peripheral demyelination and adrenal cortex
insufficiency, associated with accumulation of the very long chain fatty acids (VLCFA) hexacosanoic acid (C26:0) and tetracosanoic acid (C24:0)
in different tissues and biological fluids. X-ALD is characterized by heterogeneous clinical phenotypes. Seven clinical variants have been described
for this genetic disorder, being the childhood cerebral form (CCER), adrenomyeloneuropathy (AMN) and asymptomatic the most common clinical
forms. In a previous work, we showed evidence that oxidative stress is involved in the pathophysiology of X-ALD symptomatic patients. In the
present study, we compared oxidative stress parameters, namely thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) and total antioxidant status
(TAS), in plasma from patients with CCER, AMN and in asymptomatic X-ALD patients. It was observed that symptomatic and asymptomatic X-
ALD patients presented a significant increase of plasma TBA-RS measurement, indicating a stimulation of lipid peroxidation. Furthermore, lipid
peroxidation was higher in AMN, as compared to CCER and asymptomatic patients. We also observed that the total antioxidant defenses (TAS)
were decreased in symptomatic but not in asymptomatic X-ALD patients. Therefore, it may be presumed that asymptomatic patients seem to be
protected against oxidative stress because of their normal antioxidant defenses and that other factors besides oxidative damage may be responsible
for the severity of the symptoms in X-ALD and need to be investigated.
© 2007 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Oxidative stress; Free radicals; X-ALD; AMN; Asymptomatic; CCER

1. Introduction X-ALD presents a wide range of phenotypic variability

sharing the same defective gene located within the Xq28 region

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD; [MIM 300100]) is
the most frequent peroxisomal demyelinating disorder with an
estimated frequency of 1:21,000 males (Bezman et al., 2001;
Moser et al., 2001). Biochemically, it is characterized by the
accumulation of saturated very long chain fatty acid (VLCFA),
particularly hexacosanoic acids (C26:0) and tetracosanoic acids
(C24:0), in tissues and body fluids (Moser et al., 2005a,b).
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and the same degree of VLCFA accumulation. Seven different
phenotypes, which differ in age of onset, symptoms and
severity of disease, can be manifested within the same family:
childhood cerebral form (CCER), juvenile cerebral form, adult
cerebral form, adrenomyeloneuropathy (AMN), isolated
Addison disease, olivo-ponto-cerebelar and asymptomatic
patients in male patients (Moser, 1997; Van Geel et al.,
1997; Moser et al., 2001; Moser, 2006). CCER is the most
severe phenotype and manifests before 10 years of age and
involves a rapid progression of neurological symptoms leading
patients to a vegetative state before 3 years of age (Moser et al.,
2001). AMN manifests between 20 and 40 years of age and is
characterized by progressive paraparesis involving disorders of
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the spinal cord (Moser, 1997; Van Geel et al., 1997; Moser
etal., 2001), with approximately 50% of these patients showing
a risk for cerebral involvement. Isolated Addison X-ALD
disease manifests primary adrenal insufficiency without
apparent neurological involvement. However, this phenotype
develops signs of AMN by middle age. Some asymptomatic
patients, mainly those identified by family screening (demon-
strating elevated levels of VLCFA or a mutation identified in
the X-ALD gene), do not present adrenal insufficiency and/or
neurological abnormalities during the first years of life.
However, the risk for these patients to develop adrenal
insufficiency and/or neurological symptoms is high and the
number of asymptomatic patients diminishes with age (Moser
et al., 2001; Moser et al., 2005a,b; Berger and Girtner, 2006).

At this time, current treatment is limited on three modes of
therapy: adrenal hormone replacement for adrenal insufficiency
(present in about 70% of male patients), Lorenzo’s Oil (LO)
therapy for asymptomatic boys with X-ALD who have normal
cerebral magnetic resonance imaging (MRI) and bone marrow
or hematopoietic stem cell transplantation in boys with early
stage of cerebral involvement (Moser et al., 2005a; Berger and
Girtner, 2006; Moser, 2006).

Although the clinical manifestations in X-ALD are severe, the
mechanisms underlying tissue damage in this disease are still
obscure. In this context, preliminary results from our laboratory
showed a significant increase in lipid peroxidation (TBA-RS and
chemiluminescence) and a decreased of the tissue capacity to
handle free radical formation (TAR) in plasma of symptomatic
X-ALD. Furthermore, we also observed a significant increase of
erythrocyte GPx activity, as well as catalase and superoxide
dismutase activities in fibroblasts from symptomatic patients,
indicating that oxidative stress is involved in this disease (Vargas
etal.,2004). In a subsequent study, it was demonstrated that lipid
peroxidation occurs in symptomatic and asymptomatic X-ALD
patients and that LO treatment does not attenuate or prevent free
radical generation in these patients (Deon et al., 2006).

These results are in accordance with other studies showing
that C6 glial cells in the presence of C26:0 produce enhanced
levels of NO products (nitrites and nitrates) and superoxide
anion and reduce the amount of intracellular glutathione levels
(Di Biase et al., 2004, 2005).

Our objective in the present study was to determine and
compare the lipid oxidative damage (thiobarbituric acid-
reactive substances, TBA-RS) and the tissue antioxidant
defenses (total antioxidant status, TAS) in plasma from the
various clinical forms of X-ALD individuals (CCER and AMN
and asymptomatic) in order to evaluate whether these
parameters differed among the various groups of patients
and between patients and controls.

2. Experimental procedures
2.1. Reagents

All chemicals were of PA purity and were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA) except for thiobarbituric acid, which was purchased

from Merck (Darmstadt, Germany) and a kit for TAS measurement from
Randox Laboratories (Antrim, United Kingdom).

2.2. Patients and controls

Blood (plasma) taken from 22 patients with different clinical forms of X-
ALD (8 CCER, 5 AMN and 9 asymptomatic forms) at the diagnosis were used
to evaluate the parameters of oxidative stress. Patients were diagnosed in our
laboratory by increased plasma levels of very long chain fatty acids detected by
gas chromatography (Moser and Moser, 1991). The average age at diagnosis
was 8 years for CCER patients, 40 years for AMN and 7 years for asymptomatic
patients. The control group was obtained from healthy age matched individuals.
Samples were kept frozen until analysis.

Clinical symptoms of CCER patients included leukodystrophy, learning
difficulty, seizures and hyperactivity. Patients with the AMN phenotype pre-
sented spastic paraparesis, limb weakness and behavior disturbances.

The study was conducted according to the recommendations of the Ethics
Committee of the Clinical Hospital of Porto Alegre and all patients gave
informed written consent to participate to the investigation.

2.3. Plasma preparation

Plasma was prepared from whole blood samples obtained from fasting
individuals (controls and X-ALD patients) by venous puncture with heparinized
vials. Whole blood was centrifuged at 1000 x g. Plasma was removed by
aspiration and frozen at —80 °C until analysis.

2.4. Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) were determined accord-
ing to the method described by Ohkawa et al. (1979) using a Hitachi U-2001
double-bean spectrophotometer. Briefly, in a properly labeled tube was added
100 wl of plasma, 50 pl of sodium dodecyl sulfate (SDS) 8%, 375 wl of acetic
acid 20% pH 3.5 and 375 pl of 0.8% thiobarbituric acid. The test tube was
incubated at 100 °C for 60 min. The mixture was allowed to cool on water for
5 min. The samples were centrifuged at 1000 x g for 10 min. The resulting pink
stained TBA-RS were determined in a spectrophotometer at 535 nm. Calibra-
tion curve was performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane subjected to the
same treatment as that of the samples. TBA-RS were calculated as nmol TBA-
RS/mg protein.

2.5. Total antioxidant status (TAS)

TAS was assayed with a kit from RANDOX laboratories using a Hitachi U-
2001 double-bean spectrophotometer with temperature control. The plasma
sample was incubated with ABTS®™ (2,2/-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sul-
phonate]) plus a peroxide (metmyoglobin) and H,O, to produce the cation
ABTS®™*. A relatively stable blue-green color resulted and was measured at
37 °C at 600 nm. Antioxidants in the added sample cause suppression of this
color production to a degree, which is proportional to their concentration (Miller
etal., 1993; Yu and Ong, 1999). The results were expressed as mmol/l plasma.

2.6. Protein determination

Protein concentrations were determined by the biuret method (Gornall et al.,
1949), using albumin as standard.

2.7. Statistical analysis

Data are expressed as mean =+ standard deviation and analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan multiple range test when F -
value was significant. A p-value less than 0.05 was considered significant. All
analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) software in a PC-compatible computer.

3. Results

Fig. 1 shows that TBA-RS measurement was significantly
increased in plasma from CCER patients (97%), AMN patients
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Fig. 1. Plasma thiobarbituric-acid reactive substances (TBA-RS) from X-ALD
patients (8 CCER, 5 AMN and 9 asymptomatic) and controls (n =9). Data
represent the mean £ S.D. Significant differences from controls were calculated
by one-way ANOVA followed by the Duncan multiple range test, **p < 0.01,
different from controls; #p < 0.05, different from CCER and asymptomatic
groups.

(227%) and asymptomatic individuals (58%) compared to
controls [F(3,27) =19.19, p < 0.01]. Interestingly, AMN
patients presented significantly higher levels of lipid peroxida-
tion than the other groups. These results indicate that lipid
peroxidation is stimulated in symptomatic and asymptomatic
phenotypes of X-ALD.

We also verified that the total antioxidant status was
significantly decreased in CCER (29%) and AMN (45%)
patients, but not in asymptomatic individuals with X-ALD
[F(3,19) =4.349, p < 0.05] (Fig. 2). The data indicate that the
total amount of antioxidants was depleted in symptomatic X-
ALD patients.

4. Discussion

X-ALD is a neurodegenerative and endocrine disorder
caused by genetic defects in the ABCD1 gene that encodes a
peroxisomal membrane protein (ALDP). Affected patients
accumulate VLCFA in tissues and body fluids (Moser, 1997;
Moser et al., 2001). Although very little is known about the
pathomechanisms involved in the tissue damage of this
disorder, it is feasible that accumulation of these fatty acids
may contribute to the pathogenesis of X-ALD.

In a previous study, we verified a significant increase of
chemiluminescence and TBA-RS and a significant decrease of
TAR measurements in plasma of symptomatic X-ALD patients
(Vargas et al., 2004). These data suggested that oxidative stress
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Fig. 2. Plasma total antioxidant status (TAS) from X-ALD patients (6 CCER, 5
AMN and 6 asymptomatic) and controls (n=6). Data represent the
mean £ S.D. Significant differences from controls were calculated by one-
way ANOVA followed by the Duncan multiple range test, *p < 0.05;
#p < 0.05, different from CCER and asymptomatic groups.

might be involved in the pathophysiology of X-ALD. In a
subsequent study, we extended this investigation and evaluated
whether oxidative stress parameters were altered in plasma and
erythrocytes from treated with Lorenzo’s Oil and non-treated
asymptomatic and symptomatic X-ALD patients (Deon et al.,
2006). We verified that TBA-RS measurement was significantly
increased in plasma of symptomatic and asymptomatic
patients, as compared to controls and that LO treatment did
not significantly reduce this parameter (Deon et al., 2006).
Furthermore, since TBA-RS measurement was similarly
increased in all individuals (CCER and asymptomatic), it
may be presumed that oxidative stress already occurs in the pre-
symptomatic stage of the disorder.

In the present study, we compared various parameters of
oxidative stress in patients with different X-ALD clinical forms
(CCER, AMN and asymptomatic). We first demonstrated a
significant increase of TBA-RS in plasma from all variant
forms, being these values much higher in AMN patients than in
the other groups tested. Considering that TBA-RS reflects the
amount of malondialdehyde formation, a product of membrane
fatty acid peroxidation (Halliwell and Gutteridge, 2001), our
data indicate that lipid peroxidation is induced in plasma of
symptomatic and asymptomatic X-ALD individuals.

We also observed that TAS measurement, which represents
the quantity of the tissue antioxidants, was significantly
reduced in plasma of CCER and AMN patients but not in
plasma of asymptomatic individuals, when compared to
controls. Besides, we found that TAS was significantly reduced
in AMN patients when compared to the CCER group. These
data indicate that the non-enzymatic antioxidant defenses are
reduced in plasma of symptomatic but not in plasma of
asymptomatic X-ALD individuals and that these defenses are
possibly preserved in asymptomatic patients because the
amount of non-enzymatic antioxidant defenses is probably
sufficient to counterbalance the free radical generated.
Furthermore, we cannot at the present establish the exact
mechanisms by which AMN patients, which are less affected
than CCER patients, presented a higher lipid peroxidation level
and reduced antioxidant defenses, but this could be possibly
due to their more advanced age. On the other hand, these data
indicate that other causes related to the severity of the X-ALD
variants needs investigation.

On the other hand, our present results may be associated
with the fact that the progression of the neurological symptoms
in X-ALD is related to astrocyte activation and cytokine pro-
inflammatory induction, in which reactive species production is
accelerated. In this context, oxidative stress is an important
mediator of neurodegeneration since brain has relatively low
levels of antioxidant defenses, high lipid content, specially
unsaturated fatty acids and cathecolamines, which are highly
susceptible to reactive oxygen species attack (Halliwell and
Gutteridge, 2001). This is in line with the fact that free radical
damage seems to be involved in a large number of neurological
diseases like Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, strokes,
multiple sclerosis and epilepsy, etc. (Reznick and Packer, 1993;
Przedborski et al., 1996; Bem-Menachem et al., 2000;
Halliwell and Gutteridge, 2001).
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Therefore, taken together our present data showing a
significant increase of TBA-RS levels (lipid peroxidation) and a
reduction of TAS (quantity of the tissue non-enzymatic
antioxidants) in CCER and AMN patients, it is proposed that
free radical generation is involved in the pathophysiology of the
tissue damage found in these symptomatic clinical forms of X-
ALD. Futhermore, it might be also presumed that one of the
reasons by which some X-ALD patients are asymptomatic is
due to their normal antioxidant defenses, being these patients to
a certain extent able to overcome reactive species generation.
Otherwise, it could be postulated that when these defenses are
decreased because of the high rate of free radical synthesis,
these patients are more prone to tissue oxidative attack and
therefore to develop symptoms.

Another interesting observation of our study was that the
levels of lipid peroxides did not correlate with the severity of the
clinical variants in the affected patients since AMN patients,
which are less affected, were shown to have higher peroxides and
lower TAS than CCER patients, which have a more severe
clinical phenotype. It could be therefore presumed that oxidative
stress solely does not explain accurately the intensity of the
various X-ALD clinical forms, and probably other factors may be
more important to determine the severity of this disorder.

Finally, in case our present findings are confirmed in other
biological fluids like CSF with a larger spectrum of techniques
used to measure biological oxidations, we could presume that
oxidative stress may act synergistically with other underlying
mechanisms involved in the pathophysiology of the tissue
damage found in X-ALD patients.
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Abstract

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a peroxisomal disease biochemically characterized by the accumulation of very long chain
fatty acids (VLCFA), particularly hexacosanoic (C26:0) and tetracosanoic acids (C24:0) in different tissues and in biological fluids and
clinically characterized by central and peripheral demyelination and adrenal insufficiency. A considerable number of heterozygotes (HTZ) for
X-ALD develop neurological symptoms like spinal cord involvement resembling milder forms of adrenomyeloneuropathy. However, the
mechanisms of brain damage in hemizygotes and heterozygotes X-ALD individuals are poorly understood. Considering that oxidative stress
was involved in various neurodegenerative disorders and that in a previous study we showed evidence that oxidative stress is probably
involved in the pathophysiology of X-ALD symptomatic patients, in the present study we evaluated various oxidative stress parameters,
namely thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), total antioxidant status (TAS) and total antioxidant reactivity (TAR) in plasma of
HTZ individuals for X-ALD. It was observed that female carriers present a significant increase of TBA-RS measurement, indicating a
stimulation of lipid peroxidation, as well as a decrease of TAR, reflecting a deficient capacity to rapidly handle an increase of reactive
species. These results indicate that oxidative stress is involved in the pathophysiology of heterozygotes for X-ALD.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Oxidative stress; Free radicals; Lipid peroxidation; X-ALD; Female carriers

1. Introduction

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD, [MIM 300100])
is a severe progressive demyelinating disease caused by a
defect in peroxisomal beta oxidation [1], leading to accumu-
lation of saturated very long chain fatty acid (VLCFA) in
tissues and body fluids [2]. It is the most frequent peroxisomal
disorder with an estimated incidence of 1:21,000 for
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hemizygotes only and of 1:14,000 for heterozygotes (HTZ)
[3].

X-ALD is a heterogeneous disease with seven different
phenotypes in male patients (i.e., childhood cerebral form
(CCER), juvenile cerebral form, adult cerebral form,
adrenomyeloneuropathy (AMN), isolated Addison disease,
olivo-ponto-cerebelar and asymptomatic patients) and five
(asymptomatic, mild myelopathy, moderate to severe
myeloneuropathy, cerebral involvement and clinically evi-
dent adrenal insufficiency) in female carriers [1]. The most
common variants in males are the childhood cerebral form
(CCER) and adrenomyeloneuropathy (AMN) [4]. Approx-
imately 50% of female carriers over 40 years of age may
develop mild neurological abnormalities such as an impaired
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vibration sense and hyperreflexia in the legs as age advances,
and 20% of carriers over the age of 40 years develop an
AMN-like syndrome, which is often misdiagnosed as
multiple sclerosis [1,5]. In contrast, the majority of the
HTZ younger than 30 years of age are asymptomatic, and
cerebral involvement and adrenal insufficiency are rare (1%)
at this age [6,7].

The diagnosis of X-ALD hemizygotes and of female
carriers (HTZ) is usually carried out by increased concentra-
tions of the very long chain fatty acids hexacosanoic acids
(C26:0), tetracosanoic acids (C24:0) and docosanoic acid
(C22:0) in serum, as well as by high C24:0/C22:0 and C26:0/
C22:0 ratios [8]. False negative results may occur in 15-20%
of the determinations for HTZ individuals. Thus mutation
analysis is considered to be the best method to establish the
carrier status in women [1,5].

At this time, there is no cure for X-ALD and many thera-
pies have been tried for this disease. The current treatment
is limited on three modes of therapy: adrenal hormone re-
placement for adrenal insufficiency (present in about 70% of
male patients), Lorenzo’s Oil (LO) therapy for asymptomatic
boys with X-ALD who have normal cerebral magnetic
resonance imaging (MRI) and bone marrow or hematopoietic
stem cell transplantation for boys with cerebral involvement
at an early stage of development [2,7,9]. Female carriers with
neurological symptoms may also benefit from a general
supportive care [1].

Free radicals seem to be involved in a large number of
neurological diseases like Parkinson’s disease, Alzheimer’s
disease, stroke, multiple sclerosis and epilepsy, etc. In this
context, oxidative stress is believed to be an important
mediator of neurodegeneration since brain has relatively low
levels of antioxidant defenses, high content of lipids,
specially unsaturated fatty acids, which are highly suscep-
tible to reactive oxygen species attack [10,11]. Oxidative
damage occurs in various inborn errors of metabolism
[12,13], including maple syrup urine disease [14,15],
glutaric acidemia type I [16] and phenylketonuria [17,18].

Preliminary results from our laboratory have shown a
significant increase of lipid peroxidation (TBA-RS and
chemiluminescence) and a decrease of the tissue capacity to
handle free radical formation (TAR) in plasma of symptom-
atic X-ALD patients. We also found a significant increase of
erythrocyte GPx activity, catalase and superoxide dismutase
activities in fibroblasts, indicating that oxidative stress is
involved in this disease [19]. In a subsequent study, we
observed that lipid peroxidation occurs in symptomatic and
asymptomatic X-ALD and that LO treatment does not
attenuate or prevent free radical generation in these patients
[20].

Our objective in the present study was to evaluate various
parameters of oxidative stress, such as thiobarbituric acid-
reactive substances (TBA-RS), total antioxidant status (TAS)
and total antioxidant reactivity (TAR), in plasma of X-ALD
female carriers in order to verify whether free radicals are
elicited in these individuals.

2. Materials and methods
2.1. Materials

All chemicals were of PA purity and were purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), except by
thiobarbituric acid, which was purchased from Merck (Darm-
stadt, Germany), 2, 2’-azo-bis-(2-aminidinopropane) (ABAP),
which was purchased from Wako Chemicals (Richmond, VA,
USA) and a kit for TAS measurement that was obtained from
Randox Laboratories (Antrim, United Kingdom).

2.2. Subjects

Eight asymptomatic obligatory female carriers of X-ALD
(mothers of X-ALD patients) aged between 33 and 44 years
were used to evaluate the parameters of oxidative stress. Blood
samples were obtained at the time of the diagnosis of the index
cases in our laboratory, which was performed by increased
plasma levels of VLCFA using gas chromatography [8]. Eight
healthy age matched individuals were used as controls.

2.3. Plasma preparation

Plasma was prepared from whole blood samples obtained
from fasting individuals (controls and HTZ) by venous
puncture with heparinized vials. Whole blood was centri-
fuged at 1000 g. Plasma was removed by aspiration and
frozen at —80 °C until analysis.

2.4. Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) were
determined according to the method described by Ohkawa
et al. [21] using a Hitachi U-2001 double-bean spectropho-
tometer. Briefly, in a properly labeled tube was added 100 pl
of plasma, 50 pl of sodium doedecyl sulfate (SDS) 8%,
375 pl of acetic acid 20% pH 3.5 and 375 pl of 0.8%
thiobarbituric acid. The test tube was incubated at 100 °C for
60 min. The mixture was allowed to cool on water for 5 min.
The samples were centrifuged at 1000 g for 10 min. The
resulting pink stained TBA-RS were determined in a
spectrophotometer at 535 nm. Calibration curve was
performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane subjected to
the same treatment as that of the samples. TBA-RS were
calculated as nmol TBA-RS/mg protein.

2.5. Total antioxidant reactivity (TAR)

TAR was determined by measuring the luminol chemilu-
minescence intensity induced by 2, 2’-azo-bis-(2-aminidino-
propane) (ABAP) according to the method of Lissi et al. [22],
using a beta liquid scintillation spectrometer (Wallac model
1409). The background chemiluminescence was measured
by adding 4 ml of 2 mM ABAP (in 0.1 M glycine buffer, pH
8.6) into a glass scintillation vial. Ten microliters of luminol
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Fig. 1. Thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS) in plasma from HTZ
individuals for X-ALD and controls. Data represent the mean+SD (n=38).
Difference from control, * p<0.05 (Student 7 test for unpaired samples).

(4 mM) were added to each vial and the chemiluminescence
was measured. This was considered to be the basal value. Ten
microliters of 25-200 pM Trolox (curve calibration) or
plasma was then added and the chemiluminescence was
measured during 60 s. The rapid reduction in luminol
intensity is considered as a measure of the TAR capacity. TAR
was calculated as nmol Trolox/mg protein.

2.6. Total antioxidant status (TAS)

TAS was assayed by using a kit from RANDOX laboratories
using a Hitachi U-2001 double-bean spectrophotometer with
temperature control. The plasma sample was incubated with
ABTS® (2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate])
plus a peroxide (metmyoglobin) and H,O, to produce the
cation ABTS®". A relatively stable blue-green color occurred
and was measured at 37 °C at 600 nm. Antioxidants in the
added sample cause suppression of this color production to a
degree which is proportional to their concentration [23,24]. The
results were expressed as mmol/l plasma.

2.7. Protein determination

Protein concentrations were determined by the biuret
method from Labest [25], using albumin as standard.

2.8. Statistical analysis

Data are expressed as meanzstandard deviation. The
Student # test for non-paired samples was used to compare

TAR

[s)]

nmol Trolox/ mg
protein

o

Control

Fig. 2. Total antioxidant reactivity (TAR) in plasma from HTZ individuals
for X-ALD and controls. Data represent the mean+SD (n=7). Difference
from control, ** p<0.01 (Student ¢ test for unpaired samples).

means from controls and HTZ individuals for X-ALD.
Correlations were carried out using the Pearson correlation
coefficient. A p value less than 0.05 was considered to be
significant. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL)
software in a PC-compatible computer.

3. Results
3.1. Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS values, a parameter of lipid peroxidation, were
determined in plasma of X-ALD female carriers and
controls. Fig. 1 shows that TBA-RS measurement was
significantly increased 36% in plasma of HTZ as compared
to controls [#(14)=-2.369, p<0.05]. These results indicate
that lipid peroxidation is stimulated in HTZ. We found no
significant correlation between TBA-RS values and C26:0
[r=—0.331, p>0.05] or C26:0/C22:0 [r=0.286, p>0.05]
levels in plasma of HTZ individuals.

3.2. Total antioxidant reactivity (TAR)

TAR, which is a measure of the tissue capacity to react
with free radicals, was determined in plasma of X-ALD
female carriers and controls. TAR measurement was reduced
53% in plasma of HTZ subjects as compared to controls [#
(12)=4.126, p<0.01] (Fig. 2). These data indicate a deficient
capacity to modulate the damage associated with the
enhanced production of reactive species in females carriers.
We observed no significant correlation between TAR
measurement and C26:0 [r=—0.254, p>0.05] or C26:0/
C22:0 [r=0.072, p>0.05] levels in plasma of HTZ
individuals.

3.3. Total antioxidant status (TAS)

TAS, which represents the quantity of the tissue
antioxidants, was measured in plasma of X-ALD female
carriers and controls. We also observed that the total
antioxidant status was not changed in plasma of HTZ, as
compared to controls [#(15)=0.738, p>0.05] (Fig. 3).

TAS

N w

mmol /L plasma

o

Control HTZ

Fig. 3. Total antioxidant status (TAS) in plasma from HTZ individuals for
X-ALD and controls. Data represent the mean+SD (n=8). No significant
differences between means were found (Student 7 test for unpaired
samples).
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4. Discussion

X-ALD is caused by genetic defects in the ABCD1 gene
that maps to Xq 28 and codes for a peroxisomal membrane
protein (ALDP) which belongs to the superfamily of the
ATP-bound carrier proteins and leads to accumulation of
VLCFA in tissues and body fluids [1,4]. Neurological
symptoms and brain abnormalities are characteristic of
patients with X-ALD. Furthermore, approximately 20—50%
of all female carriers develop neurological symptoms in
middle age or later and approximately 1% of HTZ
individuals for X-ALD presents adrenal insufficiency and a
cerebral inflammatory phenotype [1,26]. Women heterozy-
gous for X-ALD may develop spastic paraparesis with bowel
and bladder difficulties and this appears to be a function of
age. Interestingly, most of HTZ individuals for X-ALD who
presented paraparesis were previously misdiagnosed with
multiple sclerosis [1]. Schmidt et al. [27] performed a
detailed clinical, neuroimaging and electrophysiological
analysis of eight symptomatic female carriers of X-ALD
and reported that spastic paraparesis and decreased vibration
sense in the lower extremities were the most frequent clinical
findings and that their symptoms were mainly confined to
the central nervous system. In this context, brain magnetic
resonance imaging (MRI) studies carried out in 76 female
carriers of X-ALD revealed that brain involvement demon-
strable by MRI is rare, including those who have clinical
evidence of spinal cord involvement [28].

Very little is known about the pathomechanisms involved in
the tissue damage of X-ALD. However, it has been proposed
that tissue accumulation of VLCFA probably contributes to the
pathogenesis in this disorder [29]. In a previous study we
showed evidence that oxidative stress is probably involved in
the pathophysiology of symptomatic patients with X-ALD. In
the present study we investigated various parameters of
oxidative stress in plasma of X-ALD female carriers.

We observed a significant increase of TBA-RS measure-
ment in plasma from these patients. Considering that TBA-
RS reflects the amount of malondialdehyde formation, an
end product of membrane fatty acid peroxidation [11], our
data indicate that lipid peroxidation is induced in plasma of
HTZ individuals for X-ALD.

It was observed that a significant decrease of TAR mea-
surement, reflecting a deficient capacity to rapidly handle an
increase of reactive species. It should be noted that TAR
corresponds to a useful index of the capacity ofa given tissue to
modulate the damage associated with an increased production
of free radicals and reflects the quality of antioxidants (given by
its reactivity) [22]. In contrast, the total antioxidant status
(TAS) was not altered in plasma of HTZ individuals, indicating
that the decrease of antioxidant defenses was probably due to
specifically very reactive components of this system.

We also correlated TBA-RS or TAR values with VLCFA
(C26:0 and C26:0/C22:0) levels in plasma from the X-ALD
HTZ individuals. No correlation occurred between TBA-RS
or TAR values and the plasma VLCFA concentrations,

indicating that VLCFA levels are not directly associated with
the degree of oxidative stress encountered in plasma of HTZ
individuals.

Therefore, taken together our present data showing a
significant increase of TBA-RS levels (lipid peroxidation)
and a diminution of TAR (capacity to react with free radicals)
in plasma of X-ALD female carriers, it is proposed that free
radical generation is also involved in the pathophysiology of
the tissue damage found in HTZ individuals for X-ALD.

In this context, it should be emphasized that cerebral X-
ALD is essentially a neuroinflammatory disorder and that
inflammation generally elicits stimulation of reactive species
synthesis and oxidative stress is believed to be an important
mediator of brain damage in neurodegenerative disorders,
such as Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, multiple
sclerosis as well as in epileptic seizures and demyelination
[1,11].

Thus, it may be presumed that antioxidant might be used
as an adjuvant therapy for these patients, and studies should
be initially carried out to test this treatment in X-ALD animal
models [30,31]. This therapy should be considered since the
administration of antioxidants maybe could prevent the
appearance of neurological symptoms in HTZ individuals
for X-ALD.
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Abstract

The importance of peroxisomes for human health became more evident
when severe disorders in which functional peroxisomes are absent were
identified. Defects in peroxisomal functions are associated with major, and often
fatal, changes in human neurological development. The peroxisomal disorders
are subdivided into two major categories: those with abnormal formation
organelle (the peroxisomal biogenesis disorders — PBD) and those that are
associated with defects of a single peroxisomal protein (the single peroxisomal
enzyme (transporter) deficiencies — PED). Although neurological symptoms and
brain abnormalities are characteristic of patients with PBD, very little is known
about the pathomechanisms involved in the tissue damage of these disorders.
In the present work we evaluated various oxidative stress parameters, namely
thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS), total antioxidant status (TAS) and
total thiol content in plasma from patients affected by Zellweger spectrum
disorders (ZSD). It was observed a significant increase of plasma TBA-RS
measurement, suggesting a stimulation of lipid peroxidation, as well as a
decrease of membrane protein thiol content, which is indicative of protein
oxidation. TAS measurement was not changed in plasma of ZSD patients, as
compared to controls. It is therefore proposed that lipid peroxidation and protein
oxidation may be involved in the pathophysiology of the Zellweger spectrum

disorders.

Key words: oxidative stress, Zellweger spectrum disorders, thiobarbituric acid-

reactive species, protein oxidation, lipid peroxidation.
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Introduction

The peroxisome is a small cellular organelle involved in both oxygen and
lipid metabolism. The importance of the peroxisome is emphasized by the
existence of various disorders associated with defects in this organelle
(Wanders et al. 1995; Singh 1997). Defects in peroxisomal functions are
associated with major, and often fatal, changes at the neurological level during
human development (Gould et al. 2001; Wanders and Waterhan 2004).

All these disorders are genetically determined and so far 21 diseases with
abnormalities in peroxisomal functions have been identified (Baumgartner and
Saudubray 2002). Their combined incidence is estimated to be 1 in 20,000 or
greater (Wanders et al. 1995). The peroxisomal disorders are divided in two
categories, including: the single peroxisomal enzyme (transporter) deficiencies
(PED) and the peroxisome biogenesis disorders (PBD). The first category is the
disorders resulting from a defect in a single peroxisomal enzyme or in a single
transporter deficiency and therefore only affect a single peroxisomal metabolic
pathway. These disorders include hyperoxaluria type |, Refsum’s disease, X-
linked adrenoleukodystrophy (X-ALD), rhizomelic chondrodysplasia punctata
(RCDP) types Il and Ill and the beta-oxidation disorders (Steinberg et al. 2006;
Wanders and Waterhan 2006).

The PBD group is characterized by abnormal formation or absent of
peroxisome, which affects several or all peroxissomal functions and includes

the Zellweger syndrome (ZS), neonatal adrenoleukodystrophy (NALD), infantile
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Refsum disease (IRD) and Rhizomelic chondrodysplasia punctata (RCDP) type
|. Taken together, PBD can result from mutations in any of at least 14 genes,
known as PEX (peroxins) genes (Wanders and Waterhan 2004; Steinberg et al.
2006; Wanders and Waterhan, 2006). The first three disorders (ZS, NALD and
IRD) are collectively called the Zellweger spectrum disorders (ZSD) that form a
spectrum of overlapping features with the most severe being the ZS and the
least severe IRD. These three diseases result in variable neurodevelopmental
delay, retinopathy, perceptive deafness, dysmorphic cranial and facial features
and liver disease. The ZS patients are severely hypotonic and weak from the
birth and have distinct facial features, peri-articular calcifications, severe brain
dysfunction associated with disturbance of neuronal migration and usually die
within the first year. In NALD, the life span is slightly longer, but rarely longer
than 5 years. Patients with NALD present hypotonia, seizures and progressive
white matter disease and sometimes polymicrogyria. Patients with IRD may
have external features reminiscent of ZS, but no alterations of neuronal
migration disorder and no progressive white matter disease. The cognitive and
motor development varies between severe and moderate learning disabilities
with deafness and visual impairment due to retinopathy (Gould et al. 2001;
Wanders and Waterhan 2004; Steinberg et al. 2006; Wanders and Waterhan
2006). Treatment focuses on symptomatic therapy, in general, attempting to
limit the intake of very long fatty acids (VLCFA) and/or phytanic acid and no
curative therapy is presently available for ZSD. The use of docosahexaenoic
acid (DHA) has been suggested in patients with milder forms of ZSD and is

undergoing evaluation (Martinez et al. 1993; Martinez et al. 2000).
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RCDP type | is clinically different from the Zellweger spectrum disorders
(ZSD), although there are some features shared by RCDP type | and the ZSD
including the cranial facial (broad low nasal bridge, epicanthus, high arched
palate, dysplastic external ears and micrognathia) and ocular abnormalities.
Most RCDP patients die in the first decade of life (Steinberg et al. 2006;
Wanders and Waterhan 2006).

All four of the above disorders share morphological and biochemical
abnormalities. The absence of normal peroxisomes in the cells of these patients
results in both the cytosolic localization and in the diminished activities of most
peroxisomal matrix enzymes. For instance, in these patients there is a reduced
synthesis of plasmalogens, reduced degradation of VLCFA, reduced plasma
cholesterol levels, and an accumulation of bile acid intermediates, all of which
reflect the absence or reduced activity of independent peroxisomal enzymatic
pathways (Olivier and Krisans 2000). Also, the VLCFA accumulated in plasma
from those patients, specially hexacosanoic acid, is higher than those found in
plasma from X-ALD patients (Wanders et al. 1995).

Free radical damage seems to be involved in a large number of
neurological diseases like Parkinson’s disease, Alzheimer’'s disease, strokes,
multiple sclerosis and epilepsy (Reznick and Packer 1993; Przedborski et al.
1996; Ben-Menachem et al. 2000; Drége 2002; Halliwell and Gutteridge 2007).
Oxidative stress also occurs in various inborn errors of metabolism with
prominent neurological features (Colome et al. 2000; Wajner et al. 2004) like
maple syrup urine disease (Bridi et al. 2003; Barschak et al. 2006; Barschak et
al. 2008), glutaric acidemia type | (Latini et al. 2002), phenylketonuria (Sirtori et

al. 2005; Sitta et al. 2006) and peroxisomal diseases like X-ALD.
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Previous results from our laboratory have shown a significant increase in
lipid peroxidation (TBA-RS and chemiluminescence) and a decrease of the
tissue capacity to handle free radical formation (TAR) in plasma from
symptomatic X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) patients. Significant
increase of erythrocyte GPx activity, and catalase and superoxide dismutase
activities in fibroblasts from these symptomatic patients was also observed,
indicating that oxidative stress is involved in this disease (Vargas et al. 2004). In
a subsequent study, it was demonstrated that lipid peroxidation occurs in
symptomatic and asymptomatic X-ALD patients and that Lorenzo’s oil treatment
does not attenuate or prevent free radical generation in these patients (Deon et
al. 2006; Deon et al. 2007).

ZS patients excrete in their urine elevated amounts of urinary metabolites
of the arachidonic acid cascade such as leukotrienes in comparison with
healthy children (Tsikas 1998; Mayatepek and Flock 1999; Fauler et al. 1994).
Leukotrienes act to intensify cell permeability and increase oxidative stress,
vascular smoth muscle cell migration and arterial tone (Osher et al. 2006).

Considering that the pathophysiology of Zellweger syndrome spectrum is
not well established, the objective of the present study was to evaluate various
parameters of oxidative stress such as thiobarbituric acid-reactive species
(TBA-RS), total antioxidant status (TAS) and membrane protein thiol content in
plasma of patients affected by Zellweger spectrum disorders in order to verify
whether free radicals may be involved in the pathophysiology of these

pathological conditions.
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Material and Methods

Reagents

Chemicals were of PA purity and purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA), except by thiobarbituric acid, which was purchased from
Merck (Darmstadt, Germany), 2,2’-azo-bis-(2-aminidinopropane) (ABAP), which
was purchased from Wako Chemicals (Richmond, VA, USA) and TAS
measurement kit which was obtained from Randox Laboratories (Antrim, United

Kingdom).

Patients and controls

Plasma from seven patients with Zellweger spectrum disorders (3 girls and
4 boys) aged between one and 12 months (4.43 + 4.20 months) were used to
evaluate the parameters of oxidative stress. Samples were obtained at the time
of the diagnosis, which was determined by increased plasma levels of pipecolic
acid (72.7 + 169 pmol/L), dihydroxycholestanoic acid (10.5 + 8.6 umol/L),
trinydroxycholestanoic acid (18.4 + 21.9 umol/L), hexacosanoic acid (6.6 + 2.1
umol/L) and elevation of the ratio of hexacosanoic acid/docosanoic acid (0.28 +
0.08). All specialized biochemical testing above was measured by gas
chromatography. Plasma was also obtained from healthy age matched
individuals (control group).

Clinical symptoms of ZSD patients included neonatal seizures,

generalized hypotonia, weakness, cranial facial abnormalities, hepatomegalia,



68

retinopathy and variable neurodevelopmental delay. None patient who
participated in this study was supplemented with vitamin E.

The study was conducted according to the recommendations of the Ethics
Committee of the University Hospital of Porto Alegre and all patients gave

informed written consent to participate in the investigation.

Plasma preparation

Plasma was prepared from whole blood samples obtained from fasting
individuals (controls and ZSD) by venous puncture with heparinized vials.
Whole blood was centrifuged at 1,000 g. Plasma was removed by aspiration

and frozen at —80°C until analysis.

Thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS)

Thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS) were determined according
to the method described by Ohkawa et al. (1979) using a Hitachi U-2001
double-bean spectrophotometer. Briefly, in a properly labeled tube was added
100 wl of plasma, 50 ul of sodium doedecyl sulfate (SDS) 8%, 375 ul of acetic
acid 20% pH 3.5 and 375 pl of 0.8% thiobarbituric acid. The test tube was
incubated at 100 °C for 60 minutes. The mixture was allowed to cool on water
for 5 minutes. The samples were centrifuged at 1,000 g for 10 minutes. The
resulting pink stained TBA-RS were determined in a spectrophotometer at

535nm. Calibration curve was performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane
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subjected to the same treatment as that of the samples. TBA-RS were

calculated as nmol TBA-RS/mg protein.

Total Antioxidant Status (TAS)

TAS was assayed by using a kit from RANDOX laboratories using a
Hitachi U-2001 double-bean spectrophotometer with temperature control. The
plasma sample was incubated with ABTS® (2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline
sulphonate]) plus a peroxide (metmyoglobin) and H>O. to produce the cation
ABTS®". A relatively stable blue-green color occurred and was measured at
37°C at 600 nm. Antioxidants in the added sample cause suppression of this
color production to a degree which proportional to their concentration (Miller et

al. 1993; Yu and Ong 1999). The results were expressed in mmol/L plasma.

Total thiol content

Total thiol content was determined using the 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic
acid) method (DTNB), as described by Aksenov and Markesbery (2001) with
some modification. Briefly, 20 ul of the sample was mixed with 980 pl of
phosphate buffer saline (PBS), pH 7.5, containing 1 mM EDTA. The reaction
was started by the addition of 30 ul of 10 mM DTNB stock solution in PBS. After
30 min of incubation at room temperature, the absorbance at 412 nm was
measured and the amount of TNB formed was calculated. Data were adjusted

by protein content.
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Protein determination

Plasma protein concentrations were measured by the biuret method from

Labtest kit (Gornall et al. 1949), using bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard deviation. The Student t test for
non-paired samples was used to compare results from controls and Zellweger
spectrum disorders patients. A p value less than 0.05 was considered
significant. All analyses were performed using the Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer.
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Results

Initially, TBA-RS, a parameter of lipid peroxidation, was determined in
plasma of ZSD patients. Figure 1 shows that TBA-RS measurement was
significantly increased from 0.105 to 0.283 nmol/mg protein (169%) in plasma of
ZSD patients compared to controls [t(17)= -4.013, p<0.01]. This result indicates
that lipid peroxidation is stimulated in ZSD individuals. We also found a
significant positive correlation between TBA and C26 serum levels in this
patients [r= 0.870, p< 0.05].

Next, we evaluated the total thiol content in which was significantly
reduced from 4.146 to 1.875 nmol TNB/mg protein (54%) in plasma of ZSD
patients compared to controls [t(17)= 3.366, p<0.01] indicating protein oxidative
damage (Figure 2).

We also verified that the total antioxidant status, which represents the total
quantity of the tissue antioxidants, was not significantly changed in plasma of
ZSD patients, as compared to controls [t(14)= 1.270, p>0.05], although there

was a decrease of the measure in ZSD patients (31%) (Figure 3).
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Discussion

Neurological symptoms and brain abnormalities are characteristic of
patients with peroxisomal biogenesis disorders (PBD) (Steinberg et al. 2006;
Wanders and Waterhan 2004). However, very little is known about the
pathomechanisms involved in the tissue damage of these disorders (Wanders
et al. 1995; Wanders and Waterhan 2004; Steinberg et al. 2006; Wanders and
Waterhan 2006). Since peroxisomes are involved in oxidative reactions and are
the most important site where oxygen radicals are alike produced and
scavenged, in particular H,O. (Singh 1997), in the present study we
investigated various parameters of oxidative stress in plasma from ZSD patients
in other to clarify the underlying mechanisms of these disorders. We
demonstrated a highly significant increase of TBA-RS in plasma from these
patients. Considering that TBA-RS reflects the amount of malondialdehyde
formation, an end product of membrane fatty acid peroxidation (Halliwell and
Gutteridge, 2007) it is feasible that lipid peroxidation is induced in ZSD. It is
important to emphasize that there is a very high concentration of the
hexacosanoic acid in tissues from ZSD patients and we observed a positive
correlation between hexacosanoic acid and TBARS plasma levels. The TBA-RS
results presented in this study are in agreement with other study that observed
high levels of 8-iso-prostagladin F2alpha (8-iso-PGCFalpha) in urine of children
with Zellweger syndrome (Tsikas et al. 1998). 8-iso-PGCFalpha is an important

product of lipid peroxidation and its measurement is probably the gold standard
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available assay of lipid peroxidation in biological samples (Halliwell and
Gutteridge 2007; Nourooz-Zadeh 2008). However, our findings are different
from other data in literature which have not found evidence for the presence of
lipid peroxidation in PBD patients (Ferdinandusse et al. 2003). It should be
stressed that, the patients from this study were supplemented with vitamin E
(100mg per day). It is important to emphasize that vitamin E is the major lipid-
soluble antioxidant in the cell antioxidant defense system and is exclusively
obtained from the diet. The major biological role of vitamin E as antioxidant is
believed to be an inhibitor of lipid peroxidation in vivo (Brown et al. 1994; Wang
1999; Kaikkonen et al. 2001; Saeed et al. 2005).

Next, we evaluate total thiol content as an index of protein oxidative
damage (Aksenov and Markesbery 2001). It was observed a significant
decrease of total thiol content in plasma of ZSD patients compared to controls,
reflecting that protein oxidation was altered in ZSD patients probably secondary
to free radical generation.

In contrast, we verified that plasma TAS measurement was not
significantly altered in ZSD patients, although there was a 31% of reduction of
TAS parameter as compared to the control group.

Therefore, our present results showing increased lipid and protein
oxidation are indicative of free radical effects ZSD patients.

At this point it should be emphasized that the brain has low antioxidant
defenses compared with other tissues, a fact that makes this tissue more
vulnerable to increased reactive species (Drége 2002; Halliwell and Gutteridge
2007). Therefore, in case the results of oxidative damage found in plasma from

ZSD patients also occur in the brain, it may be presumed that this damage may
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also compromise the brain of patients affected by ZSD, similarly to what occurs
in other neurodegenerative disorders.

We have previously demonstrated that oxidative stress is probably
involved in X-ALD, the most frequent peroxisomal beta oxidation demyelinating
disorder (Vargas et al. 2004). It was verified that lipid peroxidation occurs in
symptomatic and asymptomatic X-ALD patients (Deon et al. 2007).

Baumgart et al. (2001) showed that the changes of mitochondrial
respiratory chain enzymes are accompanied by a marked increase of
mitochondrial manganese superoxide dismutase, suggesting increased
production of reactive oxygen species in mitochondria. Our findings are in line
with the evidence signed by these investigators that increased oxidative stress
induced probably by defective peroxisomal antioxidant mechanisms combined
with accumulation of lipid intermediates of peroxisomal beta oxidation system
could contribute significantly in the pathogenesis of multiple organ dysfunction
in Zellweger syndrome (Baumgart et al. 2001). In this context, the role of
peroxisomal oxidative stress in cellular function was highlighted by the loss of
metabolic functions in peroxisomes of mutant cell lines (Zellweger syndrome
like cells), where catalase is mistargeted to the cytoplasm, but restored to
peroxisomes by genetic manipulation (Sheikh et al. 1998). Kawada et al. (2004)
support that the mislocalization of catalase to cytoplasm instead in the matrix of
peroxisomes creates excessive oxidative stress and peroxisomal dysfunction in
human skin fibroblast from Zellweger syndrome-like patients and this defect can
be reversed by the use of vitamin E. An important role of peroxisomes in
defense against reactive oxygen species is demonstrated by the high sensitivity

to UV-irradiation of cells from patients with peroxisome biogenesis disorders
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with low levels of plasmalogens (Hoefler et al. 1991; Kremser et al. 1995; Spisni
et al. 1998). Surdacki et al. (2003) assume that NO produced in excessive
amounts in ZS patients could interact with superoxide forming toxic peroxinitrite,
thus exacerbating damage and the progression of the disease.

In conclusion, it is proposed that free radical generation is involved in the
pathophysiology of the tissue damage found in ZSD. However, further studies
should be conduced with other techniques to measure oxidative stress, as well
as other biological samples like cerebrospinal fluid (CSF) and fibroblasts could
be used to measure these parameters in order to confirm our present results.
Finally, since so far no effective therapy for ZSD has been proven to be
successful it may be presumed that the administration of antioxidants should be

considered as an adjuvant therapy for these patients.
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Figure legends

Figure 1. Thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS) in plasma from ZSD
patients (n=7) and controls (n=12). Data represent the mean + SD. Difference

from control, ** p < 0.01 (Student’ t test for unpaired samples).

Figure 2. Total thiol content in plasma from ZSD patients (n=7) and controls
(n=12). Data represent the mean + SD. Difference from control, ** p < 0.01

(Student’ ttest for unpaired samples).

Figure 3. Total antioxidant status (TAS) in plasma from ZSD patients (n=6) and
controls (n=10). Data represent the mean + SD. No significance differences

between means were found (Student’ t test for unpaired samples).
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4. DISCUSSAO

4.1 X-ALD

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo defeitos hereditarios, quase sempre
devidos a deficiéncia de uma atividade enzimatica, resultando em um bloqueio de rota
metabdlica em acimulo de produtos toxicos. Tal bloqueio, dependendo da via afetada,
repercute clinicamente de maneira bastante varidvel no individuo, sendo geralmente de
sintomatologia grave e muitas vezes letal (Scriver et al., 2001). Os EIM podem ser
classificados em trés grandes grupos, sendo um deles o grupo dos distiirbios na sintese
ou degradagdo de macromoléculas complexas. Os sintomas destas doencas pertencentes
a este grupo sdo permanentes, progressivos, ndo-dependentes de eventos intercorrentes e
ndo estd relacionado a ingestdo alimentar. Fazem parte deste grupo as doencgas
lisossdmicas de depdsito e as doengas peroxissomais (ex: adrenoleucodistrofia ligada ao
X (X-ALD), doenca de Refsum, sindrome de Zellweger etc.) (Saudubray e Charpentier,
2001).

Estudos in vitro e in vivo vém relacionando EIM com manifestacdes neuroldgicas
ao dano oxidativo e a geracdo de espécies reativas, sugerindo que o estresse oxidativo
contribua de algum modo para a sintomatologia neuroldgica dessas doencas. Foi
verificado que a lipoperoxidag@o estd aumentada e as defesas antioxidantes diminuidas
em cérebro de ratos nas acidemias metilmalonica e propidnica (Fontella et al., 2000;

Fighera et al., 2003), bem como na acidemia 3-OH-glutarica (Latini et al., 2002; Latini
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et al., 2005). Além disso, estudos t€m demonstrado que o estresse oxidativo estd
induzido em pacientes com tirosinemia tipo I (Bird et al., 1995), com a doenca da urina
do xarope do bordo (Barschak et al., 2006; Barschak et al., 2007; Barschak et al., 2008)
e em pacientes com fenilcetondria (Sierra et al., 1998; Artuch et al., 2004; Sirtori et al.,
2005; Sitta et al., 2006; Sitta et al., 2009).

O cérebro possui niveis relativamente baixos de enzimas antioxidantes e um
conteido lipidico razoavelmente alto com grandes quantidades de &4cidos graxos
insaturados e catecolaminas, os quais sdo substratos suscetiveis ao ataque de espécies
reativas (Halliwell e Gutteridge, 2007). Além disso, o envolvimento de radicais livres e
do estresse oxidativo na fisiopatologia de varias doengas que comprometem o SNC vem
sendo cada vez mais comprovadas. Neste aspecto, um dos pontos abordados e
discutidos sdo as varidveis patoldgicas que fazem com que os neurdnios ndo afetados
diretamente pelo dano primério nestas doengas, sejam, entdo, afetados por uma cascata
de eventos provocada pelo insulto primdrio. Um dos primeiros fendmenos observados
nesta cascata € o processo de lipoperoxidac¢do induzida por radicais livres (Floyd e
Carney, 1992).

Ja nas doencas genéticas de armazenamento, hd menos relatos enfatizando o papel
do estresse oxidativo na patogénese das mesmas. X-ALD é um erro inato do
metabolismo, caracterizada bioquimicamente pelo actimulo de VLCFA, principalmente
o 4cido hexacosandico (Cae) em tecidos e fluidos corporais e clinicamente por uma
desmielinizacdo progressiva. Muito pouco se sabe sobre a fisiopatologia e os
mecanismos envolvidos no dano tecidual desta doenca (Moser et al., 2001). Em um
estudo anterior, investigamos varios parimetros de estresse oxidativo em plasma, em
eritrécitos e em fibroblastos cultivados de pacientes com X-ALD (Vargas et al., 2004).

Foram verificados no plasma de pacientes X-ALD sintomdticos um aumento
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significativo de quimiluminescéncia e TBA-RS, indicando que a lipoperoxidagdo esta
induzida no plasma de pacientes X-ALD e encontramos também uma diminuicio de
reatividade antioxidante total (TAR), indicando uma reduzida capacidade de modular a
geracdo de radicais livres. Considerando que um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e as espécies reativas formadas nos tecidos é indicativo de estresse
oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007), foi proposto que a geracdo de radicais livres
esteja envolvida na fisiopatologia do dano tecidual encontrado na X-ALD. Os
resultados alterados das atividades enzimdticas antioxidantes nos eritrocitos e nos
fibroblastos de pacientes com X-ALD verificados neste trabalho fortemente
corroboraram com essa suposicao.

Ainda nio ha um tratamento totalmente efetivo para X-ALD. Um dos tratamentos
preconizados para X-ALD, dietoterapia com 6leo de Lorenzo (OL) (dieta restrita de
VLCFA + OL), resulta numa diminuicdo tecidual importante dos 4cidos graxos de
cadeia muito longa acumulados. Entretanto, ainda é questionada a eficicia desse
tratamento ja que o mesmo apresenta pouco beneficio clinico aos pacientes afetados que
ja apresentem sintomas neuroldgicos (van Geel et al., 1997; Restuccia et al.,1999;
Moser et al., 2001). No entanto, a rdpida progressdo do dano neuroldgico da X-ALD
parece estar relacionada a ativagdo de astrdcitos e a inducdo de citocinas pro-
inflamatorias. Além disso, sabe-se que 8] oleo de Lorenzo
(gliceroltrioleato/gliceroltrierucato) ndo atua sobre o processo neuroinflamatério
presente nestes pacientes.

Nesse contexto, avaliamos, em um estudo prévio, o efeito do tratamento com OL
sobre diferentes pardmetros de estresse oxidativo em plasma e em eritrécitos de
pacientes com X-ALD sintomadticos e assintomdticos tratados e ndo tratados com OL

(Deon et al., 2006). Observamos um aumento significativo de TBA-RS no plasma de
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pacientes X-ALD nio tratados com OL, que reflete a quantidade de malondialdeido
formado. Verificamos também que o tratamento com OL nfo reverteu esse aumento.
Foi observado também que a determinacdo de TAR no plasma de pacientes X-ALD
tratados e ndo tratados com OL ndo apresentou alteragdes significativas em comparagao
aos controles. Além disso, medida da atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx e
SOD, que foi realizada em eritrécitos de pacientes X-ALD de fendtipo assintomaético,
ndo se mostrou alterada, antes ou apds o tratamento com OL. Portanto, foi observado
que o tratamento com 6leo de Lorenzo ndo protege ou atenua a producdo de radicais
livres em pacientes X-ALD sintomadticos e assintomaticos.

Apesar do tratamento com OL em pacientes X-ALD nio ter mostrado efeito sobre
o estresse oxidativo, esta terapéutica mostra-se clinicamente eficaz em portadores
assintomadticos. Por isso, no presente trabalho, resolvemos avaliar o efeito do tratamento
com Oleo de Lorenzo por 20 meses em nossos pacientes X-ALD com as formas cALD e
assintomdtica sobre os niveis plasmaticos dos VLCFA. Foi observada uma diminui¢do
significativa das concentracdes do Cso em pacientes cALD e assintométicos.
Entretanto, os niveis de Cyso reduziram-se até a faixa de referéncia somente nos
pacientes assintomaéticos estudados apds os 20 meses de tratamento, sendo que ainda
essas concentracdes diminuiram significativamente logo apds a instituicdo da
dietoterapia com OL. Essa excelente resposta bioquimica ocorreu somente na forma
assintomdtica. Cabe salientar que estes pacientes continuaram sem manifestagdes
clinicas durante o periodo do estudo. Moser e colaboradores (2005) avaliaram 89
meninos assintomaticos com X-ALD que foram tratados com OL e acompanhados por
em média 8 anos. Foi verificado por estes autores que a reducdo de Cys0 mediante o
tratamento com OL estava relacionada com risco reduzido de desenvolvimento do dano

cerebral detectado pela ressonéncia nuclear magnética (RNM).
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Sendo assim, mesmo que o tratamento com 6leo de Lorenzo ndo previna nem
atenue a geracdo de radicais livres em pacientes X-ALD sintométicos e assintomaéticos,
cabe salientar seus beneficios na normalizagdo dos niveis de Cyo em individuos
assintomaéticos, o que parece estar relacionado com a redugdo e/ou a prevencdo da
progressao dos danos neurolégicos.

A X-ALD ¢é uma doencga peroxissomal desmielinizante caracterizada por uma
ampla variabilidade fenotipica, a qual poderia ser causada por genes modificadores
autossdmicos ou por fatores ndo genéticos. Existe uma notdvel diversidade dos sintomas
neuroldgicos e endocrinolégicos em pacientes com X-ALD, com uma correlagdo pouco
clara entre mutagdes do gene ALD e os diferentes fenétipos neurolégicos. Os fendtipos
clinicos da X-ALD sdo: forma cerebral infantil, forma cerebral juvenil, forma cerebral
adulta, adrenomieloneuropatia (AMN), insuficiéncia adrenal isolada sem sintomas
neurolégicos (Addison Isolado), forma olivo-ponto-cerebelar e individuos
neurologicamente assintomdticos. Estes vérios fendtipos podem ocorrer dentro de uma
mesma familia. Desde o primeiro caso de X-ALD relatado em 1910 até hoje, muito
pouco € conhecido sobre o mecanismo envolvido no dano neuroldgico desta
enfermidade (Moser et al., 2001; Moser et al., 2007).

A forma cerebral infantil da X-ALD (cALD ou CCER) € a mais grave. Esta forma
clinica € a mais comum e tem o fendétipo mais grave, com inicio de comprometimento
neurolégico normalmente entre 4 e 10 anos de idade, levando a um estado vegetativo e
morte dentro de poucos anos. A desmielinizacdo progressiva do SNC estd associada a
uma resposta inflamatéria no cérebro. Uma vez que os sintomas neuroldgicos
manifestam-se, a deterioracdo € rapida. O intervalo médio entre o primeiro sintoma

neuroldgico e o estado vegetativo é de aproximadamente 2 — 4 anos. Apds este periodo,
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em geral o paciente estd acamado, incapaz de ver e falar e alimentando-se por sonda
(Moser, 1997; Moser et al., 2001).

A segunda forma mais comum de X-ALD € a adrenomieloneuropatia (AMN), que
¢ subdividida em dois fenétipos: a forma nao inflamatéria AMN “pura” e a forma AMN
“cerebral”. Na forma clinica AMN “puro”, o inicio dos sintomas ocorre em média apds
os 21 anos de idade, envolvendo principalmente a medula espinhal e os nervos
periféricos, levando a paraparesia progressiva e disfung@o esfincteriana (Dubois-Dalcq
et al., 1999). Em contraste com as formas cerebrais da X-ALD, a AMN “pura” parece
ser uma axonopatia que envolve mais severamente os aspectos distais dos axonios com
a perda da mielina da medula espinhal. A incapacidade neuroldgica é lentamente
progressiva, de modo que dentro de 5 a 15 anos apds o inicio da doenga os distirbios do
andar tornam-se graves e requerem o uso de bengala ou de cadeira de rodas (Moser et
al, 2001). Aproximadamente 40% dos pacientes AMN também podem desenvolver a
forma AMN *“cerebral”, com evolucdo semelhante a da forma cerebral adulta, em que
ocorre algum grau de envolvimento cerebral tanto no desenvolvimento de
sintomatologia clinica, quanto na apresentagdo de evidéncia de comprometimento
neuroinflamatério (Mahmood et al., 2005).

Os pacientes X-ALD que manifestam a forma assintomadtica sdo caracterizados
por apresentarem a anormalidade genética e o acimulo caracteristico de VLCFA nos
tecidos, sem envolvimento neurolégico nem adrenal. Alguns estudos mostram
hipofun¢do adrenal ou sinais sutis de AMN (Moser et al., 2001).

Em estudos anteriores, verificamos alteracdo em vdrios pardmetros de estresse
oxidativo em plasma, eritrécitos e fibroblastos de pacientes sintomdticos com X-ALD
com os fendtipos cALD e AMN (Vargas et al., 2004). Deve ser destacado que na

maioria dos testes foram utilizados quase que exclusivamente plasma, eritrcitos e
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fibroblastos de pacientes com a forma cerebral infantil (cALD). Assim, as conclusdes
obtidas a partir desses resultados foram direcionadas para este fendtipo. Entretanto,
especificamente nas medidas de TBA-RS e de TAR foram usadas amostras de pacientes
com os fendtipos clinicos cALD e AMN. Neste caso, aparentemente ndao houve
diferenca entre os valores obtidos para estes pardmetros nesses dois fendtipos,
sugerindo que o estresse oxidativo também ocorresse no fendtipo AMN.
Posteriormente, analisamos o efeito do tratamento com OL sobre pardmetros de estresse
oxidativo (Deon et al., 2006). Verificamos que o tratamento com OL ndo protegeu ou
atenuou a producao de radicais livres em pacientes X-ALD, lembrando que neste estudo
foram utilizadas amostras de pacientes com fenétipo cALD e com fendtipo
assintomdtico. A partir destes resultados, viu-se a importdncia de investigar mais
profundamente os parametros de estresse oxidativo nas diferentes formas clinicas da X-
ALD.

Desta forma, no presente trabalho, avaliamos em plasma de pacientes com X-
ALD de diferentes formas clinicas (cALD, AMN e assintométicos) a lipoperoxidacdo e
as defesas antioxidantes ndo enzimdticas. Verificamos um aumento significativo da
medida de TBA-RS em plasma de pacientes sintomdticos (cALD e AMN) e
assintomdticos com X-ALD, uma vez que este pardmetro reflete a quantidade de
malondialdeido formado, um produto final da peroxidacdo de &4cidos graxos da
membrana. Observamos aumento da lipoperoxidagdo em plasma de pacientes X-ALD,
independentemente dos fendtipos e da manifestacdo de sintomas.

Além disso, foi observada uma diminui¢do do status antioxidante total (TAS) em
plasma de pacientes sintomaticos (cALD e AMN), porém nenhuma alteragdo do TAS
foi observada no plasma de pacientes assintomaticos. Este pardmetro é um indicativo da

quantidade total de antioxidante, possibilitando a avaliacdo dos componentes bioldgicos
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com atividade antioxidante no plasma (Miller et al., 1993; Halliwell e Gutteridge,
2007). Considerando, pois, que o status antioxidante total plasmatico estd preservado
em individuos assintomdticos, pode-se supor que a auséncia de sintomas possa estar
relacionada com o nivel normal dessas defesas antioxidantes que sdo capazes de
combater a geragdo de espécies reativas. Ainda, foi observada uma diminui¢do mais
acentuada do TAS em pacientes AMN relativamente aos com cALD, bem como um
maior aumento de TBA-RS no grupo AMN em relagdo aos outros grupos (controle,
assintomatico e cALD). Os mecanismos pelos quais os pacientes AMN parecem ser
mais afetados pela alteracdo desses pardmetros, apresentando maior lipoperoxidacio e
maior reducdo da quantidade de antioxidantes ndo enzimadticos, ainda ndo podem ser
totalmente explicados, mas isto poderia ser devido a idade mais avancada destes
pacientes. Por outro lado, estes dados indicam que outras causas relacionadas a
gravidade das variantes X-ALD necessitam investigacdo. Além disso, cabe salientar que
ndo ha dados na literatura que mostrem a avaliagdo de estresse oxidativo nas diferentes
formas clinicas da X-ALD.

A ampla variabilidade fenotipica caracteristica da X-ALD também inclui 5
fendtipos clinicos para mulheres heterozigotas (HTZ) para X-ALD que sdo: forma
assintomdtica, mieloneuropatia branda, mieloneuropatia moderada a severa, forma
cerebral e insuficiéncia adrenal (Moser et al., 2001). A forma assintomatica caracteriza-
se por mulheres que apresentam niveis elevados de VLCFA e mutacio no gene X-ALD,
nenhuma manifestacdo neuroldgica e estdo na faixa etdria abaixo dos 30 anos de idade.
Por muito tempo, acreditou-se que a X-ALD afetava apenas os homens, porém nos
ultimos 15 anos tem-se visto que mais da metade dessas mulheres heterozigotas para X-
ALD desenvolvem sintomas. Com o avancar da idade, a freqiiéncia com que as HTZ se

tornam sintomdticas aumenta muito. Tais sintomas costumam iniciarem a partir da
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quarta década de vida, enquanto a manifestacio dos sintomas na infancia &
extremamente rara. Os principais sintomas que acometem essas mulheres sdo os
neuroldgicos, atingindo a medula espinhal e resultando em paraparesia progressiva,
anormalidade do controle esfincteriano e distirbios sensoriais, afetando principalmente
os membros inferiores. A sintomatologia apresentada pelas HTZ ¢ bastante semelhante
a da forma de adrenomieloneuropatia (AMN) em homens e sua gravidade varia de
branda a severa (Moser et al., 2001). J4 os comprometimentos cerebral e adrenal sdo
muito raros, bem como as alteracdes na substancia branca vista por RMN (Schimidt et
al., 2001; Fatemi et al., 2003). Quando ndo hd uma historia familiar de X-ALD, essas
mulheres sdo erroneamente diagnosticadas como portadoras de esclerose muiltipla
devido a presenca de sintomas e alteracdes em testes cognitivos e raramente na RNM
(Moser et al., 2001).

Tendo em vista que ndo hd dados na literatura sobre a investigacdo de estresse
oxidativo em mulheres portadoras de X-ALD, estudamos varios destes parametros nesse
grupo populacional. Observamos em nosso estudo em plasma de mulheres heterozigotas
para X-ALD um aumento significativo da medida de TBA-RS e uma diminui¢do da
reatividade antioxidante total (TAR), indicando dano oxidativo a lipidios e uma
capacidade deficiente em rapidamente combater um aumento das espécies reativas. Por
outro lado, a medida do TAS ndo apresentou alteracdo no plasma destas mulheres,
indicando possivelmente que a diminui¢do das defesas antioxidantes detectada na
medida de TAR seja devido a componentes muito reativos e especificos. Foram também
correlacionados os niveis plasmdticos de VLCFA com as medidas de TAR e TBA-RS,
mas nenhuma associacdo foi evidenciada entre Cpg9 € Cp:0/Caz0 € 0s parametros de
estresse oxidativo estudados, o que indica que a geragdo de espécies reativas observadas

nas mulheres heterozigotas para X-ALD ndo esta relacionada com os niveis elevados de
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VLCFA. Entretanto, o aumento de TBA-RS e a diminuicdo de TAR em HTZ sugerem
que a geracdo de radicais livres esteja envolvida na fisiopatologia tecidual encontrada
em mulheres HTZ para X-ALD. Cabe salientar que a X-ALD cerebral é uma doenga
essencialmente neuroinflamatdria e que a inflamacdo geralmente leva ao estimulo da
producdo de espécies reativas.

Tomando em seu conjunto, nossos resultados mostraram que no plasma dos
pacientes cALD, AMN, assintomdticos e heterozigotas para X-ALD ocorre a elevacio
dos niveis de TBA-RS que indicam dano peroxidativo aos fosfolipidios de membrana.
Nesse contexto, a oxidac@o de lipidios da membrana celular de neurdnios pode alterar
sua fluidez, bem como provocar mudancas em receptores potencialmente causando
morte celular (Mahadik et al., 2001; Halliwell e Gutteridge, 2007). Vérios estudos em
diversos tecidos indicam que a peroxidagdo lipidica e a geracdo de radicais livres
estejam presentes na X-ALD (Vargas et al., 2004; Powers et al., 2005; Deon et al.,
2006). Além disso, ha evidéncias que malondialdeido-lisina (MDAL), um produto do
dano lipoxidativo a proteinas, se acumula na medula espinhal dos camundongos nocaute
(KO) ABCD1 e em fibroblastos de pacientes X-ALD (Fourcade et al., 2008). Por outro
lado, foi verificado um aumento de radicais livres em células gliais enriquecidas com
Cae.0, principal dcido graxo de cadeia muito longa acumulado na X-ALD (Di Biase et
al., 2004). Segundo os autores, a liberacdo desses produtos oxidativos indica que os
radicais livres tem papel importante na patogénese da resposta neuroinflamatéria na X-
ALD.

Ainda, Yanagisawa et al. (2008) observaram em macréfagos de camundongos KO
para X-ALD aumento dos niveis de VLCFA, da produgdo de nitrato, de ERO e de
citocinas pré-inflamatdrias. Estes resultados sugerem que o aumento de VLCFA em

macrdfagos pode contribuir na patogénese inflamatoria da doenga através do aumento
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das respostas inflamatérias e oxidativas. Semelhante estudo foi realizado em
linfoblastos de pacientes com X-ALD por Uto e colaboradores (2008). Neste estudo foi
observado que estas células produzem altos niveis de 6xido nitrico e citocinas e também
geram elevadas quantidades de espécies reativas de oxigénio, que podem desempenhar
um papel importante no desenvolvimento e progressao da neuroinflamac¢do na X-ALD.

Resultados semelhantes aos nossos encontrados em plasma humano também
foram verificados em cérebro de pacientes com X-ALD. Powers et al. (2005), em
estudos post mortem com coOrtex adrenal e cérebro de pacientes com X-ALD,
demonstraram evidéncias de estresse oxidativo. O estresse oxidativo foi demonstrado
através do aumento da expressdo de varios parimetros como nas enzimas manganés-
superéxido dismutase e hemoxigenase-1, componentes do sistema antioxidante. O dano
oxidativo foi observado através do aumento da producdo de malondialdeido, 4-
hidroxinonenal e de proteinas nitrosiladas nas lesdes desmielinizantes. Portanto, pode-se
presumir que o estresse oxidativo pode comprometer o cérebro na X-ALD, de modo
semelhante ao que ocorre em outras enfermidades neurodegenerativas.

O estresse oxidativo estd envolvido na fisiopatologia de vérias doencas como
neoplasias, esclerose amiotrdfica lateral, ataxia de Friedreich e etc (Reznick et al., 1993;
Karelson et al., 2001; Méndez-Alvarez et al., 2001; Halliwell e Gutteridge, 2007). Em
vista disto, diversos estudos vém sendo realizados no intuito de estudar o papel dos
antioxidantes e/ou de drogas antioxidantes na preveng¢do e/ou tratamento de diversas das
mesmas (Matés e Sanchez-Jiménez, 2000; Schulz et al., 2000; Graf et al., 2005; Di
Prospero et al.; 2007).

Em condi¢des de normalidade, a acdo de varios antioxidantes, que compdem o
sistema de defesa antioxidante seja os enzimdticos ou ndo-enzimaticos, protegem o

nosso organismo contra o dano oxidativo induzidos por ERO e/ou ERN (Halliwell e
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Gutteridge, 2007). As defesas antioxidantes ndo-enzimadticas sdo substincias de baixo
peso molecular que em baixas concentracdes em relagdo ao substrato oxidavel, retardam
ou previnem a oxida¢do desse substrato. Essas substincias preservam e protegem as
biomoléculas contra a oxidagcdo (Halliwell e Gutteridge, 2007). Dentre esses varios
antioxidantes, pode-se destacar a vitamina E e a N-acetilcisteina.

O termo vitamina E designa todos os tocoferdis (principalmente, a-tocoferol) que
sao efetivos na inibi¢do da peroxidagdo dos lipidios de membrana, agindo
principalmente sobre os radicais peroxil formando o radical tocoferoxil. Este tocoferoxil
inibe a propagagdo da reacdo em cadeia envolvida na lipoperoxidagdo e pode ser
regenerado a a-tocoferol pelo dcido ascérbico ou pela GSH (Halliwell e Gutteridge,
2007). O o-tocoferol, uma substincia lipossolivel, estd presente nas membranas
celulares, mitocondrias e em lipoproteinas plasmaticas. Devido as suas propriedades
antioxidantes, acredita-se no seu potencial na prevencdo de doengas associadas ao
estresse oxidativo, como cancer e enfermidades neuroldgicas (Brown et al., 1994;
Wang, 1999; Kaikkonen et al., 2001; Saeed et al., 2005; Halliwell e Gutteridge, 2007)

A substancia N-acetilcisteina (NAC) é um composto tidlico que tem agdo
mucolitica, sendo comumente usada em tratamento de doencas respiratdrias e
pulmonares. Devido a sua estrutura quimica foi demonstrado que a NAC funciona como
antioxidante, tendo sido propostos dois possiveis mecanismos para sua acdo
antioxidante: direta e indiretamente. Diretamente, a NAC age como um potente
removedor de espécies reativas, como superdxido, hidroxila, perdxido nitrito, e
indiretamente como precursor da glutationa, o qual é substrato da enzima antioxidante
GPx (Arakawa e Ito, 2007; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Foi também demonstrado que a NAC, um agente antioxidante, inibe a produgdo

de superdxido e de nitritos em células gliais de ratos adicionadas de Cy.9, um modelo in
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vitro para X-ALD (Di Biase et al., 2005). Tolar e colaboradores (2007) evidenciaram
que administracdo de NAC durante o processo de transplante de células hematopoiéticas
protegia os pacientes X-ALD com sintomatologia neuroldgica avancada de uma
fulminante desmielinizacdo e de um mau progndstico pOs-transplante devido as suas
propriedades antioxidantes. Essa boa resposta ao antioxidante corrobora com vdrias
evidéncias de que a fisiopatologia da X-ALD ¢é caracterizada, pelo menos em parte, pelo
dano oxidativo.

Por outro lado, Fourcade et al. (2008) observaram que trolox, um andlogo da
vitamina E, reverte lesOes oxidativas in vitro em tecidos de animais KO e em
fibroblastos de pacientes X-ALD tornando-se, portanto, assim como a NAC, uma
possivel estratégia terapéutica para X-ALD.

Ainda, considerando os resultados encontrados neste estudo e em outros, quanto
ao efeito do tratamento com OL sobre os niveis de Cyso nos pacientes assintomaticos
com X-ALD e, ja que nenhuma terapia para X-ALD tem sido totalmente eficaz e bem
sucedida, pode—se propor que a instituicio desse tratamento em individuos X-ALD
assintomdticos deva ser usada ja que retarda nestes individuos o aparecimento dos
sintomas neuroldgicos. A terapia adjuvante com antioxidantes associados ao OL poderia
ser benéfica as diferentes formas clinicas da X-ALD e em especial aos pacientes
assintomaéticos, cujas defesas antioxidantes parecem estar preservadas.

Além disso, foi proposto por virios autores que o dano neuroldgico que ocorre na
X-ALD pode ser mediado pela ativagdo de astrdcitos e pela indugdo de citocinas pro-
inflamatérias (Powers et al., 1992; McGuinness et al., 1997). Como os radicais livres
também estdo envolvidos na resposta inflamatéria e na fisiopatologia de varias doencas
neurodegenerativas, os resultados aqui apresentados podem estar refletindo o mesmo

fendmeno.
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4.2 Espectro Zellweger

Os peroxissomos sdo organelas que se encontram em todas as células nucleadas
de mamiferos. Foi assim denominada, “peroxissomo”, devido a formagdo de peréxido
de hidrogénio em conseqiiéncia da respiracdo celular catalisada por oxidases e catalase
(Wanders et al., 1995; Singh, 1997). Foi verificado que as manifestacdes clinicas que
ocorrem na caréncia e/ou auséncia dessa organela sugerem que esta desempenha papel
importante na mielinizacdo e na migracdo neuronal (Wanders e Waterhan, 2004). Essa
organela apresenta também importante fung¢do na desintoxificagdo de produtos gerados
por espécies reativas de oxigénio (Schrader e Fashimi, 2006).

Os distirbios peroxissomais sdo caracterizados, bioquimicamente, pelo acimulo
dos metabdlitos que normalmente sdo degradados no peroxissomo nos liquidos
biolégicos. O envolvimento neurolégico é a principal caracteristica em 18 dos 21
disturbios peroxissomais ja descritos (Powers e Moser, 1998; Wanders et al. 2001;
Baumgartner e Saudubray, 2002). O manejo terapéutico para estas enfermidades é
essencialmente sintomdtico, ndo havendo ainda um tratamento curativo.

O Espectro Zellweger é composto por trés fenétipos de maior a menor grau de
seriedade clinica, respectivamente: a sindrome de Zellweger (SZ), a
adrenoleucodistrofia neonatal e a doenga de Refsum infantil. Todas essas doengas sdo
congénitas, herdadas de forma autossOmica recessiva e apresentam sintomas
neuroldgicos. Sabe-se que essas doengas se caracterizam pela deficiéncia na biogénese
do peroxissomo, porém os mecanismos pelos quais os danos neuroldgicos ocorrem
ainda ndo estdo bem esclarecidos. A deficiéncia na biogénese do peroxissomo com a

formacdo anormal ou auséncia da organela resulta em algumas disfuncdes, tais como:
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na degradacdo dos 4cidos graxos de cadeia muito longa devido ao defeito na beta
oxidacdo peroxissomal; na biossintese de plasmaldgenos (éter de fosfolipidios); na
formacdo dos lipidios intermedidrios do metabolismo dos 4cidos biliares; no
catabolismo do 4cido pipecdlico e oxidacdo do &cido fitanico. Esses defeitos resultam
no acimulo dos VLCFA, dos &cidos pristanico, fitdnico, pipecélico e biliares (dcidos
triiddroxicolestandico - THCA e diidroxicolestandico - DHCA) e também na auséncia da
sintese de plasmal6genos detectada nas hemécias (Gould et al., 2001; Olivier e Krisans,
2000; Steinberg et al., 2006). Todas as enfermidades em que ocorre alguma
anormalidade na metabolizacdo lipidica peroxissomal apresentam disfungdes
neuroldgicas com diferentes graus de gravidade. Nas doencas do Espectro Zellweger, ha
tré€s tipos caracteristicos de envolvimento no SNC: alteracdes na migracdo neuronal, na
substancia branca e envolvimento neuronal seletivo (Gould et al., 2001; Steinberg et al.,
2006).

O estresse oxidativo parece estar envolvido em diversas patologias que afetam o
sistema nervoso central, como vdarios EIM, entre os quais a adrenoleucodistrofia ligada
ao X, a mais freqiiente doenca peroxissomal (Colomé et al., 2000; Wajner et al., 2004;
Vargas et al., 2004; Powers et al., 2005; Deon et al., 2006). Além disso, os mecanismos
de dano neuroldgico e a fisiopatologia das doencas do Espectro Zellweger ainda ndo
estdo bem estabelecidos. Sendo assim, com o propdsito de verificar se o estresse
oxidativo estd envolvido na fisiopatologia das doengas do Espectro Zellweger,
investigamos alguns parametros de estresse oxidativo como as medidas de TBA-RS,
TAS e do contetdo total de tidis em plasma destes pacientes.

A lipoperoxidagdo é um processo continuo que ocorre nas membranas celulares
decorrente da acdo dos radicais livres, que como conseqiiéncia leva a mudangas na

estrutura e na fluidez de membrana e a alteracdes nos receptores de membranas,
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podendo causar a morte celular, principalmente a neuronal (Mahadik et al., 2001;
Halliwell e Gutteridge, 2007). Por isso, realizamos a medida de TBA-RS que é um
parametro indicativo de lipoperoxidagdo e verificamos um aumento significativo desta
determina¢do no plasma destes pacientes quando comparado ao grupo controle. Além
disso, encontramos uma correlacdo positiva entre os niveis plasmaéticos de Cys € a
medida de TBA-RS nos individuos portadores de doengas do Espectro Zellweger,
indicando que o dcido hexacosandico possa ser responsdvel pela lipoperoxidacdo. Isto
pode ser influenciado pelas altas concentragdes plasmaticas do Cye, encontradas nestes
pacientes. Entretanto, ndo foi observada correlagdo entre os demais pardmetros
bioquimicos alterados nestes pacientes e os pardmetros de estresse oxidativo.

Estudos in vitro em que Cys0 € adicionado a culturas de células gliais e neurdnios
de hipocampo de rato e a cultura de fatias de medula espinhal de camundongos nocaute
ABDCI evidenciam que a concentragdo do 4cido hexacosandico estd diretamente
relacionada com a geracdo de radicais livres e danos oxidativos (Di Biase et al., 2004;
Foucarde et al., 2008; Hein et al., 2008).

Assim, nossos resultados estdo de acordo com observacdes feitas em pacientes
com sindrome de Zellweger. Evidéncias de lipoperoxidagdo foram observadas em urina
de pacientes com sindrome de Zellweger através da detec¢do dos altos niveis de 8-iso-
prostanglandina-F2alfa, um importante produto de lipoperoxidagéo (Tiskas et al., 1998).
A medida dos niveis de 8-iso-prostangladina-F2alfa é considerada uma determinagéo
padrdo ouro para lipoperoxidacdo (Halliwell e Gutteridge, 2007). Além disso, também
foi postulado que o aumento de estresse oxidativo induzido por mecanismos
antioxidantes peroxissomais defeituosos combinados ao acumulo de lipidios

intermediarios ao sistema de beta oxidagdo peroxissomal poderia contribuir
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significativamente na patogénese a disfuncdo de multiplos 6rgdos (cérebro, figado, rins
e 0ss0s) observada na sindrome de Zellweger (Baumgart et al., 2001).

Também observamos em nosso estudo uma reducdo significativa do conteido
total de tidis no plasma destes pacientes. Este ensaio é baseado na reducdo do acido
ditionitrobenzdico (DTNB) por tidis presentes no plasma, gerando o dcido
tionitrobenzdico (TNB), logo uma diminuicdo do conteddo total de tidis indica a
oxidacdo de grupamentos sulfidrila (principalmente, residuos de cisteina) presentes nas
proteinas plasmadticas a pontes de dissulfetos (Aksenov e Markesbery, 2001). Os
grupamentos sulfidrila presentes no plasma sdo sensiveis a oxidacdo das ERO e/ou
ERN, sendo assim a determinacdo do conteido total de tidis é inversamente
proporcional ao dano oxidativo a proteinas. (Aksenov e Markesbery, 2001; Halliwell e
Gutteridge, 2007). Assim, nossos resultados indicam que o dano oxidativo a proteinas
esteja aumentado em plasma de pacientes com Espectro Zellweger. Algumas das
conseqiiéncias da oxidacdo protéica sdo redugdo ou inativacdo da atividade enzimaética,
dano a receptores, bem como a vias de transdugdo de sinais e transporte pela membrana
celular (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Quanto as defesas antioxidantes ndo enzimdticas, foi por nés analisado o status
antioxidante total no plasma destes individuos, o qual ndo mostrou diferenca
significativa em comparagio aos controles, apesar de estarem 31% diminuidas.

Plasmalégenos compreendem os fosfolipidios que se formam quando um &cido
graxo sofre uma ligacdo éter, em vez de uma ligagdo éster, no carbono 1 da molécula
central de glicerol. Estes compostos estdo presentes de forma abundante em alguns tecidos
como o cérebro, pois constituem 20% dos lipideos das membranas dos neurdnios. As duas
primeiras enzimas envolvidas na biossintese dos plasmalégenos encontram-se nos

peroxissomos. Estes fosfolipidios estdo relacionados a diversos processos bioldgicos que
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podem afetar a fluidez de membrana, mediar a transdug@o de sinal e proteger contra
estresse oxidativo (Wanders e Waterham, 2006). Alguns estudos mostram que ha uma
estreita relacdo entre os niveis de plasmaldgenos detectdveis nas lipoproteinas
plasmaticas e as taxas de reacdes oxidativas, sendo observada uma degradacdo seletiva
dos plasmalégenos, quando expostas as reacdes oxidativas (Han et al., 2001;
Goodenowe et al. 2007; Maeba et al., 2007). Ainda, as ERO e inflamacao sao fatores de
riscos para diversas doencas cerebrais, pois as ERO produzidas localmente podem
modificar substratos lipidicos, tendo como um dos principais alvos os plasmaldgenos
(Halliwell e Gutteridge, 2007).

Por outro lado, foi observado que células de pacientes com ZS e com baixos
niveis de plasmalégenos sdo extremamente sensiveis a radiacdo ultravioleta, o que
evidencia a importincia dos peroxissomos na defesa contra espécies reativas de
oxigénio (Hoefler et al., 1991; Kremser et al., 1995; Spisni et al., 1998).

Neste particular, Kawada et al. (2004) verificaram que catalase a localizada no
citoplasma ao invés da matriz peroxissomal cria excessivo estresse oxidativo e
disfuncdo peroxissomal em fibroblastos de pacientes com sindrome de Zellweger e este
efeito pode ser revertido pelo uso de vitamina E.

Os resultados de dano lipidico e protéico no plasma dos nossos pacientes com
Espectro Zellweger, que provavelmente ocorrem devido aumento de geragdo de radicais
livres e agdo oxidativa, permitem supor que as espécies reativas de oxigénio estejam
envolvidas na fisiopatologia das doencas do espectro Zellweger. Desta forma,
considerando que ocorra o estresse oxidativo nas doencas do Espectro Zellweger, o uso
de antioxidantes como tratamento ou terapéutica auxiliar talvez deva ser considerado
nestes pacientes, ja que o manejo para estas enfermidades € essencialmente sintomatico,

ndo havendo ainda um tratamento curativo.
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

Capitulo 1:

v O tratamento com 6leo de Lorenzo em pacientes com X-ALD durante 20 meses
reduz os niveis plasmadticos de Cas.0 em 42% em pacientes com a forma cALD e
em 65% em pacientes assintométicos.

v" A marcante reducédo a faixa da normalidade dos niveis plasmdticos do Cps na
forma assintoméatica demonstra a efetividade da terapia dietética na redugdo das

concentragdes teciduais desse dcido graxo potencialmente téxico.

Capitulo 2:

v' O parametro de lipoperoxidagdo (TBA-RS) estd significativamente aumentado
em plasma de pacientes sintomédticos (cALD e AMN) e assintomdticos com X-
ALD comparado ao grupo controle.

v A medida do status antioxidante total estd significativamente reduzida em
plasma de pacientes com X-ALD sintoméaticos (cALD e AMN) comparado ao
grupo controle.

v" Na medida do status antioxidante total, ndo houve diferenca significativa entre

os grupos assintomadticos com X-ALD e controle.
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Capitulo 3:

v' O parametro de lipoperoxidagdo (TBA-RS) estéd significativamente aumentado
em plasma de mulheres heterozigotas para X-ALD em relagdo ao grupo
controle.

v A medida da reatividade antioxidante total (TAR) estd significativamente
reduzida em plasma de mulheres heterozigotas pata X-ALD em relacdo ao grupo
controle.

v" A medida do status antioxidante total (TAS) ndo diferiu significativamente em
plasma de mulheres heterozigotas para X-ALD do grupo controle.

v' Nio foi observada correlagio entre os niveis plasmaticos VLCFA (Cagy;
C26:0/Cr:0) € as medidas de TBA-RS e de TAR em plasma de mulheres

heterozigotas para X-ALD.

Capitulo 4:

v" A medida de lipoperoxidag¢do (TBA-RS) estd significativamente aumentada em
plasma de pacientes do Espectro Zellweger em relagdo ao grupo controle.

v" Foi observada correlagdo positiva entre a medida de TBA-RS e os niveis
plasmaéticos de C,¢ em pacientes com Espectro Zellweger, indicando que este
dcido graxo de cadeia muito longa possa provocar dano oxidativo a lipidios
nestes pacientes.

v" A medida de contetdo de tiGis totais esta significativamente reduzida em plasma

de pacientes do Espectro Zellweger em relagdo ao grupo controle.
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v" A medida de reatividade antioxidante total (TAR) em plasma de pacientes do

Espectro Zellweger nao diferiu significativamente do grupo controle.

Conclusdo geral

O o6leo de Lorenzo demonstrou ter altissima efetividade na redugcdo de Cygyp
plasmadtico de pacientes assintomaticos com X-ALD, atingindo niveis de normalidade,
sendo, desta forma, recomendado no tratamento deste grupo de pacientes.

A lipoperoxidagdo parece estar presente na X-ALD independentemente do
fendtipo e da manifestacido dos sintomas, uma vez que aparece induzida no plasma de
pacientes assintomaticos (forma assintomadtica e heterozigotas) e sintomaticos (cALD e
AMN), sendo os pacientes AMN aparentemente os mais afetados por este processo.
Ainda, pdde-se observar um aumento da lipoperoxidagdo em pacientes portadores de
doencas do Espectro Zellweger, bem como dano a proteina nestes individuos. Isto
evidenciou que a lipoperoxidacdo possa de alguma forma estar envolvida com
fisiopatologia das doencas peroxissomais estudadas.

Os resultados obtidos mostraram redugdo das defesas antioxidantes em pacientes
cALD, AMN e em heterozigotas para X-ALD. Entretanto, em individuos assintomaticos
as defesas antioxidantes mostraram-se preservadas, permitindo supor que estes
pacientes estejam protegidos contra o estresse oxidativo. Ainda, cabe salientar que ndo
foi verificada correlacdo entre os parametros de estresse oxidativo estudados e os
VLCFA acumulados em heterozigotas, o que permite supor que outros fatores que ndo
os dcidos graxos de cadeia muito longa poderiam contribuir para o estresse oxidativo na

X-ALD. Ja em pacientes com Espectro Zellweger, acredita-se que as altas
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concentragdes de Cye encontradas nos tecidos, maiores do que aquelas detectadas em

individuos X-ALD, possa estar contribuindo para a ocorréncia de lipoperoxidacao.
Finalmente, pode-se propor que a administragdo de antioxidantes deva ser

considerada como um adjuvante ou até mesmo uma terapia em potencial para pacientes

afetados pelas doengas peroxissomais como X-ALD e Espectro Zellweger.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste estudo sobre a avaliagdo do estresse oxidativo
nas doencas peroxissomais: X-ALD e Espectro Zellweger devem ser cautelosamente
considerados e confirmados com outras técnicas de determinagdo de estresse oxidativo.
Pretendemos dar continuidade a este trabalho, investigando o efeito das citocinas pro-
inflamatérias e do transplante de medula éssea (TMO) sobre virios pardmetros de
estresse oxidativo em plasma de pacientes X-ALD com diferentes formas clinicas, bem
como o efeito in vitro de lovastatina e de alguns antioxidantes (vitaminas C e E, dcido
lip6ico, N-acetilcisteina) sobre parimetros de estresse oxidativo em fibroblastos de
pacientes com X-ALD e de mulheres heterozigotas para X-ALD. Além disso,
pretendemos ver se outros pardmetros de estresse oxidativo podem estar alterados em
pacientes com Espectro Zellweger.

Desta forma as perspectivas especificas sdo:

v Determinar as concentra¢des das citocinas pré-inflamatérias em plasma de
pacientes X-ALD com diferentes formas clinicas antes e apés o TMO, como:
e Fator de necrose tumoral (TNFalfa).
e Interleucina 12 (IL 12).
e Interferon gama.
e Interleucina 1 beta (IL 1 beta).

e Interleucina 6 (IL 6).
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v’ Auvaliar o estresse oxidativo em pacientes X-ALD com diferentes formas clinicas

antes e apés o TMO através de varios parametros, como:

¢ Ensaio cometa em leucdcitos.

e Espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) em plasma.

e Determinagdo de malondialdeido (MDA) em plasma.

e Reatividade antioxidante total (TAR) em plasma.

e  Status antioxidante total (TAS) em plasma.

e Determinacgdo de carbonila em plasma.

e Medida de tidis totais (contetido de sulfidrilas) em plasma.

e Determinacgdo de glutationa (GSH) em eritrdcitos.

e Atividade das enzimas: catalase, glutationa peroxidase e superdxido
dismutase em eritrdcitos.

v Investigar correlagdo entre os pardmetros de estresse oxidativo e as citocinas
(parametros de resposta inflamatdria) nos pacientes X-ALD.

v' Verificar o efeito in vitro da lovastatina sobre pardmetros de estresse oxidativo
em fibroblastos de pacientes X-ALD e HTZ para X-ALD.

v’ Verificar o efeito in vitro de antioxidantes (dcido lipdico, N-acetilcisteina,
vitamina E) sobre parAmetros de estresse oxidativo em fibroblastos de pacientes
X-ALD e HTZ para X-ALD.

v' Avaliar outros parimetros estresse oxidativo em pacientes com Espectro

Zellweger, como:

¢ Ensaio cometa em leucdcitos.
e Determinagdo de malondialdeido (MDA) em plasma.

e Determinacdo de carbonila em plasma.
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e Determinagdo de glutationa (GSH) em eritrdcitos.
e Atividade das enzimas: catalase, glutationa peroxidase e superdxido

dismutase em eritrocitos.
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