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OXIDATIVE DAMAGE AND NEURODEGENERATION. WHAT HAVE WE LEARNED FROM TRANSGENIC AND
KNOCKOUT ANIMALS? Accumulated evidence indicates that oxidative stress plays a role in neurodegenerative diseases, such

as Alzheimer, Parkinson and Amyotrophic Lateral Sclerosis. Here, we emphasize the results provided by the technology of genetically

modified animals. Studies with transgenic and knockout mice have allowed great advances in the research of oxidative stress in

general and in the central nervous system, and are pointing to potential targets for the development of new drugs and therapies to

disrupt the cycle of events that lead to neuronal death. Thus, genetically modified animals are a valuable tool for the comprehension

of human diseases, including neurodegenerative ones.

Keywords: oxidative damage; neurodegeneration; transgenic and knockout mice.

INTRODUCAO

Atualmente, devido ao aumento da expectativa de vida da popu-
lacdo, existe um crescente interesse no estudo de doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington e
Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). Uma vertente destes estudos
demonstra que o estresse oxidativo tem um papel importante e pode
até mesmo desencadear o processo de neurodegeneracdo. Esta ver-
tente ¢ fortalecida pelo fato de que neurdnios sdo altamente propen-
sos a situagdes de estresse oxidativo.

O estresse oxidativo € definido como a situac¢@o na qual a forma-
¢do de espécies reativas excede significativamente a capacidade de
defesa antioxidante e de reparo do organismo, tendo como conse-
qiiéncia o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipidios, protei-
nas). Estes danos, quando nio reparados, acabam comprometendo o
funcionamento da célula e levando-a a morte por apoptose ou
necrose'.

Marcadores de estresse oxidativo, como carbonilas protéicas,
nitro-tirosina, produtos de peroxidacao lipidica e bases de DNA oxi-
dadas, sdo detectados em concentragdes aumentadas em tecidos de
pacientes e animais modelo de Alzheimer, Parkinson e ELA'3. Além
disso, diversos trabalhos relatam niveis alterados da expressdo de
enzimas antioxidantes, como tiorredoxina*®, tiorredoxina redutase’,
peroxirredoxina®’, glutationa peroxidase’, CuZn-SOD®? e, também,
ferritina® e transferrina’.

Neste contexto, a investigac@o de situagdes de estresse oxidativo
no sistema nervoso central (SNC) € primordial para compreender
como espécies oxidativas contribuem para a patologia de doengas
neurodegenerativas. Grandes avancos nesta drea foram alcancados
gracas a uma valiosa ferramenta: a tecnologia de camundongos ge-
neticamente modificados. As contribuicdes feitas por esta tecnologia
sdo enfatizadas neste trabalho através de uma revisdo dos resultados
obtidos com grande nimero de camundongos transgénicos e nocau-
tes no estudo da regulacdo do estresse oxidativo no SNC.

*e-mail: livea@iq.usp.br

Espécies reativas e defesas antioxidantes

O metabolismo aerdbio apresenta uma série de reacdes que po-
dem formar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Elétrons po-
dem vazar da cadeia de transporte de elétrons reduzindo o O, a anion
radical super6xido (O,"). O superdxido também pode ser formado pela
enzima NADPH oxidase, presente em diversas células. Em niveis ele-
vados, o superdxido pode mobilizar o ferro da ferritina. A dismutagio
do O, catalisada pelas superéxidos dismutases (SOD) produz peréxido
de hidrogénio (H,0,). Niveis elevados de H,0, podem liberar fons de
ferro de heme proteinas, como hemoglobina e citocromo. O ferro (II)
reduz H,0O, a radical hidroxila (HO") (reacdo de Fenton) e catalisa a
formacéo de HO" pela reagdo de Haber-Weiss. O HO" € o radical mais
reativo encontrado in vivo. Ele € capaz de oxidar carboidratos, lipidios,
proteinas e DNA.

Fe? + H,0, - Fe*’ + HO" + HO
H,0,+0,” > 0, + HO" + HO

Reacdo de Fenton
Reacdo de Haber-Weiss

O 6xido nitrico (NO*) € um radical pouco reativo, essencial para
a vasorregula¢@o e neurotransmissdo, formado pelas enzimas NO
sintases (NOS). Em excesso, NO® pode inibir a citocromo oxidase,
levando ao aumento de vazamento de elétrons e formacao de
superdxido. NO" pode reagir com O, formando peroxinitrito (ONOO).
A gerag@o de peroxinitrito in vivo pode levar a oxidacdo e nitragdo
de lipidios, DNA e proteinas.

O H,0, € eliminado pelas enzimas catalase, glutationa peroxidase
e peroxirredoxinas, as quais atuam em conjunto com as SODs. A
catalase dismuta H,0, a dgua e oxigénio. A glutationa peroxidase
(GPx) remove H,0O, pela oxidagdo de glutationa (GSH) ao dimero
GSSG. Este processo é complementado pela enzima glutationa
redutase (GR), a qual recicla GSSG a GSH. J4 as peroxirredoxinas
(Prx) utilizam a proteina tiorredoxina (Trx) (a qual contém dois gru-
pos tidis) como substrato. A tiorredoxina redutase (TrxR), converte
a tiorredoxina oxidada de volta a sua forma reduzida (Figura 1).

Ascorbato (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E) sdo dois anti-
oxidantes ndo protéicos obtidos da dieta. O ascorbato reage com es-
pécies ferril e radicais de aminoécidos, inibindo lesdes oxidativas
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Figura 1. Esquema das reagdes e respectivas enzimas (em azul) envolvidas
na formagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. NOS: NO sintase;
SOD: superoxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase; Prx: peroxir-
redoxinas; GR: glutationa redutase; TrxR: tiorredoxina redutase; Trx:
tiorredoxina; GSH: glutaiona reduzida; GSSG: glutationa oxidada (dimero)

induzidas por heme proteinas e H,O,. Ele também seqiiestra O,",
LO, LOO", HO" e espécies derivadas de peroxinitrito' (Figura 2). O
grupo —OH fendlico do a-tocoferol rapidamente seqiiestra radicais
LOOr, resultando na formagdo de radicais tocoferil, os quais tém
uma capacidade muito menor de propagar a peroxidagdo lipidica. O
radical tocoferil € reduzido in vivo pela reacdo direta com ascorbato
ou ubiquinol, ou por mecanismos enzimdticos (Figura 3).
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Figura 2. Mecanismo de oxidagdo do ascorbato por espécies radicalares

Figura 3. Estrutura do o-tocoferol

Existem diversos mecanismos biolégicos para seqiiestrar metais de
transi¢do como Fe*? e Cu*, prevenindo sua participacdo em reagdes redox
indesejaveis. No plasma, todo os fons de ferro estdo complexados a
transferrinas, e os fons de cobre, a ceruloplasmina. Dentro das células, o
excesso de fons de ferro estd estocado em ferritina e o excesso de fons de
cobre em metalotioneinas. Um estoque intracelular de {ons de ferro e
cobre livre existe no interior de vactiolos isolados do resto da célula’.

Como a extensa gama de defesas antioxidantes do corpo huma-
no nao é capaz de prevenir completamente as lesdes a biomoléculas,
tecidos e fluidos de individuos sauddveis apresentam niveis basais
de produtos finais de peroxidagdo lipidica e oxidacéio de proteinas
(como nitrotirosina e carbonilas protéicas)’. O DNA isolado de indi-
viduos sauddveis também contém niveis basais de bases modifica-
das como 8-oxo-desoxiguanosina (produto de reacdo com radical
HO")', além de produtos de alquilagio de bases como eteno adutos
(ex: 1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina), gerados pela reag¢do de bases
com aldeidos finais da peroxidagdo lipidica'' (Figura 4).

Cérebro, neurdnio e excitotoxicidade

As principais estruturas do cérebro e um resumo de suas fungdes
estdo ilustrados na Figura 5. O cérebro adulto contém cerca de 10"-
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Figura 4. Estrutura de desoxiguanosina modificada por oxidagdo (8-oxo-
desoxiguanosina) e por alquilagdo (1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina)

10'? neur6nios e, no minimo, o dobro de células da glia (microglia,
astrdcitos e oligodendrdcitos) para suporte e protegdo. Os oligoden-
drécitos sintetizam e mantém a bainha de mielina que isola os ax6nios.
Os astrdcitos fornecem aos neurdnios suporte estrutural para auxili-
ar no metabolismo e prote¢do. A microglia € composta por macréfagos
residentes que atuam na defesa imune do cérebro.

Os neurdnios consistem de um corpo celular, dendritos (peque-
nas ramificagdes do corpo celular), um axonio alongado e terminais
nervosos - os quais formam parte de uma sinapse (Figura 6). A sinapse
¢ a comunicagdo entre neur6nios, mediada por neurotransmissores
(dopamina, noradrenalina, acetilcolina, serotonina, glicina e
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glutamato)'?. Durante o processo fisioldgico normal da transmissdo
sindptica, o neurdnio que recebeu o estimulo inicial ¢ despolarizado
e libera neurotransmissores pelas terminagdes nervosas, os quais cru-
zam a fenda sindptica e se ligam a receptores no neurénio pds-
sindptico, desencadeando sua despolarizagdo e propagando o esti-
mulo. A despolarizagdo € transiente, sendo terminada rapidamente
pela remocdo do neurotransmissor pelos sistemas de captagdo das
células da glia e terminagdes nervosas'®.

O glutamato € o principal neurotransmissor no cérebro de ma-
miferos, responsédvel por um terco de todas as sinapses no SNC',
Sob certas condi¢des, como insuficiéncia na captagio de glutamato,
introducdo de glutamato por outra via, ou despolarizag¢do prolonga-
da da terminac@o nervosa, o glutamato pode se acumular na fenda
sindptica e desencadear um processo excitotoxico. Concentragdes
excitotoxicas de glutamato causam a despolariza¢do excessiva do
neurdnio pés-sindptico e, conseqiientemente, distirbios da
homeostasia idnica e energética, ativagdo de enzimas liticas media-
da por Ca*’, geracdo de radicais livres, lesdo mitocondrial e edema
osmotico, podendo levar a lise celular e morte''.

O risco de lesoes oxidativas no sistema nervoso central

Todos os tecidos humanos sofrem lesdes oxidativas, porém, por
diversas razdes, o sistema nervoso central € especialmente sensivel.
Primeiramente, o SNC tem capacidade reduzida de regeneragio ce-
lular em comparagdo com outros 6rgios. Isto porque os neurdnios
de um individuo adulto s@o células pés-mitéticas, ou seja, ndo se
replicam mais®>. Como a reposi¢do de um neurdnio € um processo
muito mais lento que a regeneracao de outros tipos celulares, a mor-
te de neurdnios induzida por toxinas ou pelo processo normal de
envelhecimento pode causar sérios comprometimentos ao sistema
nervoso. Em segundo lugar, caracteristicas intrinsecas do SNC e de
seu metabolismo, as quais serdo abordadas abaixo, o tornam mais
propenso a danos causados por espécies oxidantes.

O consumo de oxigénio (O,) pelo cérebro € muito elevado. Em hu-
manos, o cérebro € responsével por cerca de 20% do consumo total de O,.
A grande demanda por O, deve-se ao alto consumo de ATP pelos neurdnios,
para manter o potencial de membrana e o fluxo de neurotransmissores (4
x 10#' ATP/min). Isto significa que os neurénios dependem muito da efici-
&ncia das mitocondrias. Todavia, elétrons podem vazar da cadeia de trans-
porte de elétrons e gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) que, por sua
vez, podem danificar a mitocondria. Em contrapartida, a mitocondria le-
sada apresenta maior vazamento de elétrons e, conseqiientemente, pro-
duz mais EROs, gerando um ciclo vicioso™.

Os neurdnios utilizam extensamente o glutamato como
neurotransmissor. Morte celular e disfungdes metabdlicas podem cau-
sar aumento de glutamato extracelular, elevando a concentragido de
cdlcio (Ca*™) intracelular a niveis patoldgicos. Isto resulta na
superativacdo da fosfolipase A, e da 6xido nitrico sintase (NOS)
neuronal, levando a liberacio de 4cidos graxos e producdo elevada
de 6xido nitrico (NO").

Muitos neurotransmissores sdo oxiddveis. Dopamina, seu pre-
cursor levedopa e noradrenalina reagem com O, gerando o anion
radical superéxido (O,"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e quinonas
e semiquinonas reativas, que podem depletar as reservas de glutationa
(GSH) e se ligar em grupos —SH de proteinas. O nivel de dopamina
em neurdnios estriatais € estimado em 50 mM, e o nivel de
noradrenalina em neurdnios noradrenérgicos, em 0,6 mM. A oxida-
¢do dos neurotransmissores dopamina, serotonina e noradrenalina
por monoamina oxidases (flavoproteinas localizadas na membrana
mitocondrial externa) é um dos principais mecanismos de geracio
de H,0, no cérebro'.

Muitas dreas do cérebro possuem grande quantidade de fons de
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ferro. A maior parte dele estd estocada em ferritina e uma parte me-
nor, no sitio ativo de enzimas. No fluido cérebro espinhal, os {fons de
ferro estdo complexados a transferrina, a qual se encontra totalmen-
te saturada. Lesdes no cérebro prontamente resultam na liberacao de
fons ferro capazes de catalisar a formacao de radical hidroxila (HO"),
a peroxidacdo lipidica e a oxidacdo de neurotransmissores.

Os lipidios das membranas neuronais contém acidos graxos al-
tamente insaturados, especialmente dcido docosaexaendico (C,, ).
Estes dcidos graxos poliinsaturados sdo extremamente susceptiveis
a peroxidacdo lipidica, a qual resulta no acimulo de hidroperéxidos
de lipidio (LOOH). Estes podem ser degradados na presenca de fons
de ferro ou cobre gerando radicais alcoxila (LO") e peroxila (LOO").
Os radicais LO" e LOO® podem danificar proteinas de membrana e
também atacar outras moléculas de lipidio, propagando a peroxidagao
lipidica. Os produtos finais da decomposi¢cdo de LOOH sio intime-
ros e incluem aldeidos altamente citotéxicos, como dialdeido
maldnico (MDA), acroleina, 4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE)' e
trans,trans-2,4-decadienal (DDE)'®. HNE parece especialmente
citotoxico para c€lulas neuronais, jd que em alguns animais modelo,
a formagdo de HNE precede a morte destas células'.

Muitas evidéncias sugerem que a gerag¢do de oxidantes ndo re-
sulta simplesmente de acidentes do metabolismo aerébico, mas tam-
bém do processo ativo de defesa imune do SNC. Embora essenciais
para a sobrevivéncia, estes processos podem ser ativados impropria-
mente causando lesdes aos neurdnios e promovendo a neuro-
degeneracdo. Algumas das células da glia encontradas no cérebro
sdo macrofagos residentes chamados microglia. Quando ativada, a
microglia produz O,~, H,0, e NO" *.

Os niveis de catalase sdo baixos em todas as regides do cérebro
(11 unidades atividade/mg proteina no cérebro contra 1300 unidades
atividade/mg proteina nos eritrécitos e no figado), sendo um pouco
mais elevados no hipotdlamo e substantia nigra que no cértex ou no
cerebelo'?. No cérebro, a catalase estd localizada em micrope-
roxissomos e, provavelmente, ndo interaje eficientemente com a H,0,
gerada em outros compartimentos subcelulares, como por ex. na
mitocondria'.

Os baixos niveis de catalase podem nido comprometer significa-
tivamente os mecanismos de defesa antioxidantes do cérebro, ja que
uma gama de outros sistemas de defesa antioxidante estd presente.
Todas as dreas do cérebro contém as enzimas antioxidantes CuZn-
superdxido dismutase (SOD), Mn-SOD, glutationa peroxidase,
glutationa redutase, tiorredoxinas e tiorredoxina redutase.
Antioxidantes de baixo peso molecular também sdo encontrados no
cérebro: concentracdes milimolares de GSH, concentragdes de
ascorbato maiores que no plasma (~150 UM em humanos), e o-
tocoferol. Neurdnios e glia possuem um sistema de transporte ativo
que concentra o ascorbato intracelular em concentragdes milimolares.
O o-tocoferol, por ser lipossolivel, aloja-se nas membranas, atuan-
do como um poderoso inibidor da peroxidagdo lipidica'.

O SNC também contém enzimas de reparo de biomoléculas lesa-
das, como fosfolipases, o sistema ubiquitina-proteassomo para degradar
proteinas anormais (incluindo aquelas com lesdes oxidativas) e todas as
enzimas conhecidas de reparo do DNA. A barreira hemato-encefalica é
outro importante mecanismo de defesa do cérebro. O endotélio dos pe-
quenos vasos sanguineos cerebrais € muito menos permedvel a molécu-
las que outros endotélios, e mais resistente a estresse oxidativo que o
resto do cérebro (a microvasculatura de ratos € rica em GSH, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e catalase)'.

Isquemia-reperfusio e estresse oxidativo

Isquemia ou hipdxia € a interrup¢do no fornecimento de O, as
células. In vivo, a isquemia cerebral global ocorre quando o supri-
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mento de O, para todo o cérebro cessa, devido a asfixia, infarto do
miocdrdio ou envenenamento por CO. J4 a isquemia local € causada
in vivo pelo entupimento ou ruptura de artérias. Os métodos mais
utilizados para provocar isquemia cerebral em camundongos basei-
am-se na oclusdo temporaria de uma artéria cerebral por diferentes
técnicas, como coagulacdo elétrica, sutura com nylon, oclusdo com
fio de nylon e constri¢do com “clips”.

Tecidos que sofreram isquemia sobrevivem por tempos varia-
dos, sendo o musculo esquelético o mais resistente e o cérebro, o
mais sensivel. Durante a isquemia, os niveis de ATP caem e o AMP ¢
degradado causando o actimulo de hipoxantina. Os niveis de Ca*™
intracelular aumentam, ativando proteases, fosfolipases e NOS. A
enzima xantina desidrogenase pode ser convertida a xantina oxidase
pela oxidagdo de grupos —SH ou pela agdo de proteases.

Tecidos que sofreram isquemia por tempos relativamente curtos
(no maximo 30 min para neurdnios) podem ser recuperados pela
reperfusdo com sangue, reintroduzindo O, e nutrientes. Porém, a
reintrodugdo de O, acaba causando insultos mediados por EROs. A
NOS ativada pelo alto nivel de Ca* resulta na formagdo de ¢xido
nitrico e oxidantes dele derivados. A xantina oxidase gerada durante a
hipdxia oxida a hipoxantina acumulada gerando radical O,, H,0, %,
peroxinitrito (ONOO")"" e anion radical carbonato (CO,")"®. A isquemia
também pode causar a liberagdo de metais de transi¢ao, promovendo a
formacédo de HO", e o dano de mitocondrias, aumentando o “‘vazamen-
to* de elétrons. No cérebro, ainda pode-se incluir como conseqtiéncia
da isquemia aumento do nivel de glutamato (promovendo excito-
toxicidade) e oxidagdo de neurotransmissores'? (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo proposto para a formagdo de espécies reativas durante
o processo de isquemia — reperfusdo. Durante a isquemia, a NO sintase (NOS)
¢é ativada, e a xantina desidrogenase é convertida a xantina oxidase. Com a
reintrodugdo de O, (reperfusdo), estas duas enzimas produzem espécies
reativas

Camundongos transgénicos e nocautes

Animais transgénicos sdo aqueles que tiveram seu genoma alte-
rado pelo recebimento de um gene de outra espécie. A tecnologia
dos transgénicos permite inserir proteinas exdgenas de interesse em
camundongos e examinar as conseqiiéncias. Em principio, a
tecnologia dos transgénicos pode ser aplicada a qualquer espécie.
Contudo, os camundongos sio os mais utilizados, por serem bara-
tos, muito férteis, amadurecerem rdpido e possuirem curta gestagdo'’.

A técnica mais comum consiste na microinjecao direta do gene
de interesse no pré-niicleo de ovos fertilizados. Uma micropipeta de
vidro contendo a solucdo de DNA (~2 pmol) € introduzida no pré-
nicleo de um ovo fertilizado. Os embrides sdo cultivados e
reimplantados em uma fémea. Os filhotes que receberam o gene de
interesse (no maximo 40% dos filhotes) s@o identificados por
“Southern Blot”: o DNA dos animais € extraido e fragmentado; os
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fragmentos de DNA sdo separados por eletroforese em gel, transfe-
ridos para uma membrana, e o gene de interesse ¢ identificado por
uma sonda marcada de RNA ou DNA complementar® (Figura 8).
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Figura 8. Técnica de transferéncia do gene de interesse por microinjegdo.

Os animais C e D
possuem o gene de interesse.

O DNA é introduzido em um ovo fertilizado, o qual é reimplantado na fémea.
Os filhotes transgénicos sdo identificados por “Southern blot”

Os genes de interesse podem ser preparados de maneira a se in-
tegrar a0 cromossomo por recombinac¢do ou permanecerem na for-
ma de plasmidios, sendo replicados independentemente do DNA
cromossomal. O DNA do gene de interesse deve estar acompanhado
de um promotor e outros componentes necessdrios para uma expres-
sdo eficiente. O promotor pode ser inespecifico, promovendo a ex-
pressdo do gene em todos ou na maioria dos tecidos. Ou pode-se
utilizar um promotor especifico para determinados tecidos®.

Virus também podem ser usados para carregar o DNA para den-
tro da célula. Os retrovirus sdo os mais adequados para uma trans-
formag@o estavel de células de mamifero, ja que o DNA viral € efici-
entemente integrado no genoma hospedeiro e ndo provoca a lise da
célula®. Esta tecnologia permite a transferéncia direta de um gene a
uma regido selecionada do cérebro ou a um tipo especifico de neurénio
de camundongos, e permite induzir a expressdo do gene em qual-
quer momento durante o desenvolvimento do sistema nervoso ou no
animal completamente maduro. Durante os dltimos anos, foram de-
senvolvidos dois vetores adequados: o adenovirus recombinante
(rAAV) e o lentivirus recombinante (rLV)?. O virus Herpes simplex
também infeta neurdnios e estd sendo investigado para transferéncia
de genes para estas células'.

Uma variagio da tecnologia dos animais transgénicos € o nocau-
te do gene de interesse. O nocaute € a interrupcio do gene in vitro
provocada por mutacdes, dele¢do ou insercdo de um fragmento de
DNA, o qual interfere na fase de leitura, resultando em uma proteina
ndo funcional. O gene mutante € flanqueado por seqiiéncias de DNA
homologas aquelas que flanqueiam o gene alvo no cromossomo, para
favorecer a recombina¢do homoéloga (recombinagdo precisa com a
seqiiéncia idéntica no genoma). O gene mutante € entdo inserido em
um vetor e introduzido em células tronco embriondrias em cultura
por microinje¢ao, transfec¢do ou eletroporagdo®. Recombinagdes re-
sultando na substituicio do gene normal ocorrem cerca de uma em
cem vezes. As células recombinantes sdo selecionadas e injetadas
em um blastocisto, o qual € introduzido em uma fémea. Algumas das
células do filhote possuirdo o gene mutante. Se for o caso de células
germinativas, o cruzamento deste camundongo com um nativo re-
sultard em filhotes heterozigotos — expressando somente 50% da pro-
tefna. Do cruzamento de camundongos heterozigotos obtém-se ani-
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mais homozigotos (com 25% de freqiiéncia) com as duas cépias do
gene mutadas, ou seja, com expressdo nula da proteina? (Figura 9).

blastocisto

cultura de células
tronco embrionérias

[ 1

T I
f;T)-' o g5 ‘
NX NX

NN XX

Figura 9. Obtengdo de camundongos nocautes. O gene mutante é inserido em
células tronco embriondrias, as quais sdo injetadas em um blastocisto que, por
sua vez, € introduzido em uma fémea. O filhote quimérico origina animais
heterozigotos que, por sua vez, podem originar animais nocautes homozigotos

Uma alternativa a técnica de nocaute € o silenciamento de um
gene por interferéncia de RNA (RNAi). A RNAI consiste na degra-
dacdo do RNA mensageiro induzida por um RNA dupla fita homdlogo
(dsRNA), impedindo a tradug@o da proteina de interesse. No
citoplasma, o dsRNA ¢ clivado pela enzima Dicer originando um
fragmento de RNA menor (siRNA). siRNAs ligam-se ao complexo
silenciador induzido por RNA (RISC), o qual separa as fitas do siRNA
e cliva o mRNA alvo no local onde o RNA antissenso se liga. O
dsRNA pode ser sintetizado quimicamente e introduzido na célula,
ou pode ser gerado na célula por sistemas de expressdo viral ou
plasmidial. A técnica de RNAI j4 foi aplicada com sucesso a linha-
gens celulares neuronais, células tronco neurais, neurdnios e astrécitos
primdrios de mamiferos, além de ter sido utilizada in vivo em cére-
bro de camundongo® (Figura 10).
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dsRna siRNA mRNA alvo mRNA clivade

Figura 10. Mecanismo de silenciamento de um gene por RNAi. Um RNA
dupla fita homologo (dsRNA) é clivado pela enzima Dicer em um RNA menor
(siRNA), o qual se liga ao complexo silenciador induzido por RNA (RISC). O
complexo cliva o mRNA alvo no local onde o siRNA antissenso se liga

O que aprendemos com camundongos transgénicos e nocautes

Pesquisas desde 1980 t¢m documentado claramente a importin-
cia de camundongos geneticamente modificados como uma ferra-
menta promissora para elucidar a importancia de um gene de
interesse™.

Nas duas ultimas décadas, um grande niimero de ratos e camun-
dongos transgénicos e nocautes foi desenvolvido para o estudo da
importancia da regulagdo do estresse oxidativo para o funcionamen-
to normal do SNC. Camundongos apresentando alteracdes em genes
envolvidos com a defesa antioxidante permitem o estudo direto em
mamiferos sobre o papel destas proteinas no controle do estresse
oxidativo no sistema nervoso. A importancia do equilibrio entre
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oxidantes e antioxidantes ¢ testada em animais basicamente por duas
abordagens: eliminando e aumentando um mecanismo de defesa
antioxidante.

A seguir serd apresentada a descricdo do fenétipo do sistema
nervoso observado em camundongos transgénicos que super expres-
sam ou apresentam expressdo reduzida de genes envolvidos com
defesas antioxidantes.

Transgénicos super expressando enzimas antioxidantes

CuZn-SOD

O primeiro camundongo transgénico super expressando uma
enzima antioxidante foi produzido, em 1987, por Epstein e Groners®
utilizando um fragmento de 15 kb (kilo bases) contendo o gene hu-
mano SOD-1 de 10 kb, o qual codifica a forma citosélica da CuZn-
SOD. O estudo inicial relatou que a expressdao de CuZn-SOD foi
dramaticamente aumentada no cérebro dos animais (2 a 10 vezes) e
pouco aumentada em outros tecidos. Outras linhagens relataram au-
mento da expressdo em todos os tecidos®.

Extensos estudos sobre resisténcia a estresse oxidativo foram rea-
lizados em diferentes linhagens de camundongos super expessando
CuZn-SOD, indicando em geral maior resisténcia dos animais
transgénicos. Com respeito ao sistema nervoso, pode-se citar prote-
¢do contra edema cerebral induzido por frio” e efeitos protetores
durante isquemia-reperfusdo cerebral®*, incluindo liberagio redu-
zida de citocromo c (sinaliza¢@o para apoptose)?!, menor rompimen-
to da barreira hemato-encefélica e niveis reduzidos de 8-hidroxi-
desoxiguanosina®. Observou-se também diminui¢do de nitragdes
dependentes de NO* * e redugdo de morte neuronal em resposta a
formacéo de peroxinitrito®*. Houve, ainda, maior resisténcia a toxi-
nas, como MPTP?*, dcido 3-nitropropionico* (inibidores mito-
condriais) e “Ecstasy” (metilenodioxi-metanfetamina)’, além de pro-
te¢do contra a excitotoxicidade do glutamato in vitro®.

Os experimentos citados acima demonstraram que o radical O,”
é formado no cérebro em condi¢des normais e em diferentes situa-
¢des de estresse, como isquemia, inibi¢ao da cadeia de transporte de
elétrons e neurotoxicidade do glutamato, e estd envolvido na forma-
¢do de lesdes no tecido cerebral.

A super expressdo de CuZn-SOD protegeu o sistema nervoso.
Entretanto, muitos efeitos negativos também foram observados em
diversas linhagens, como deficiéncias na memdria espacial®, atrofia
dos musculos do quadriceps, e comprometimento da fungdo muscu-
lar***!. Foram observadas jun¢des neuromusculares anormais na lin-
gua e anormalidades no metabolismo de serotonina (similar a paci-
entes de Sindrome de Down)'. Relatou-se também produgio au-
mentada de H,0, apds isquemia cerebral®, nivel aumentado de
peroxidagdo lipidica®* e susceptibilidade aumentada a excito-
toxicidade mediada por dcido kainico (andlogo de glutamato)*. Além
disso, a super expressdo de CuZn-SOD ndo aumentou, e inclusive
diminuiu, o tempo de vida de camundongos quando expostos a in-
sultos patogénicos® e ndo preveniu morte neonatal em camundon-
gos sem Mn-SOD*.

A super expressdo de CuZn-SOD produz um desequilibrio entre a
formag@o e remogdo de H,O,, o qual provavelmente estd associado aos
efeitos negativos descritos acima. Além disso, a CuZn-SOD pode atuar
como uma peroxidase na presenga de concentragdes elevadas de H,0,,
promovendo a formac@o de espécies reativas*’#. Tal quadro € associado
a patologia da trissomia do 21, conhecida como Sindrome de Down (o
gene Sod-1 encontra-se no cromossomo 21), e a patologia de Esclerose
Lateral Amiotréfica (20% dos casos familiares possuem mutagdes no
gene da CuZn-SOD; acredita-se que estas SODs mutantes apresentam
maior atividade peroxidésica®). A partir destes resultados pode-se con-
cluir que CuZn-SOD em excesso também pode ser deletéria.
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Mn-SOD

Animais super expressando Mn-SOD (2 vezes no cérebro) tam-
bém apresentaram maior resisténcia a estresse oxidativo em geral.
Constatou-se prote¢do contra peroxidacdo lipidica®, aumento da re-
sisténcia a isquemia/reperfusao’®, maior sobrevivéncia apds exposi-
¢do a 90% de O, e diminui¢do de nitragdes dependentes de NO* .
Outros trabalhos indicaram prevencdo de disfungdes mitocondriais
e apoptose neural, supressdo da producdo de peroxinitrito®, além de
atenuagdo da toxicidade de MPTP*.

Estes trabalhos refor¢am que o O," estd envolvido na formagao
de lesdes no tecido cerebral, e evidenciam que a geracdo de O,"
mitocondrial € um importante mecanismo de lesdo in vivo™.

SOD extracelular

O plasma sanguineo e o fluido cérebro espinhal devem proteger
a superficie das células do sistema nervoso e os constituintes essen-
ciais presentes nestes fluidos. O nivel de catalase destes fluidos €
quase nulo, porém apresentam glutationa peroxidase e SOD
extracelular. A SOD extracelular também contém cobre e zinco e
estd ligada a superficie das células'.

Camundongos super expressando SOD extracelular (5 vezes no
cérebro) também apresentaram protec¢@o a danos cerebrais globais cau-
sados por isquemia® e por traumas®’.

A SOD extracelular tem o controle primdrio sobre a inativagdo do
NO' (via reagdo com O,"). Por isso, a super expressdo desta enzima
anulou o efeito negativo na memoria (teste do labirinto) causado pelo
inibidor de NOS, L-NAME (éster de metil-NG-nitro-L-arginina)*®,
devido a diminui¢do do catabolismo do NO". Entretanto, sérios com-
prometimentos da fungéo cerebral foram observados®, incluindo difi-
culdades de aprendizagem espacial®.

Novamente, estes estudos demonstram efeitos benéficos e dele-
térios associados a super expressdo de CuZn-SOD.

Glutationa peroxidase

Camundongos expressando 4 vezes mais glutationa peroxidase
no cérebro apresentaram prote¢do contra danos causados por
isquemia/reperfusdo cerebral focal®.

A super expressio de glutationa peroxidase também preveniu o
comprometimento da transmissdo sindptica causado por hipdxia
transiente em fatias de hipocampo®'. Os neurdnios dopaminérgicos
mostraram menor sensibilidade a danos causados por malonato
(inibidor competitivo da succinato desidrogenase)® e prote¢éo con-
tra a toxicidade de 6-hidroxidopamina®.

Estes experimentos indicam que a H,O, também estd envolvida
na formacdo das lesdes causadas por isquemia e na inibi¢do do ciclo
de Krebs.

Tiorredoxinas

As tiorredoxinas (Trx) sdo uma familia de pequenas proteinas
(12 kDa) que sofrem oxidacdes reversiveis em seu sitio catalitico
conservado (-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-). As duas tiorredoxinas mais
importantes sdo a Trx-1 (citosdlica e nuclear) e a Trx-2 (mitocondrial).
A propriedade antioxidante das tiorredoxinas € exercida através da
enzima tiorredoxina peroxidase, da familia das peroxirredoxinas. A
forma reduzida da tiorredoxina peroxidase reage com H,O, e
peréxidos de alquila, formando dimeros ligados por ponte dissulfeto.

A tiorredoxina reduz a tiorredoxina peroxidase de volta a forma
monomeérica; a enzima tiorredoxina redutase (TrxR) converte a
tiorredoxina oxidada de volta a sua forma reduzida®.

Camundongos super expressando Trx-1 apresentam maior tempo
de vida®. A super expressio de tiorredoxina também atenuou os danos
oxidativos causados por MPTP® e os infartos causados por oclusdo da
artéria cerebral®, e tornou os animais mais resistentes a morte do teci-
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do cerebral causado por isquemia focal®’. Tais dados confirmam a par-
ticipagdo de perdxidos na formagio de danos ao tecido nervoso.

Ferritina

A ferritina quela fons de ferro impendindo-os de participar de
reagdes de oxidagdo. A super expressdo de ferritina preveniu estresse
oxidativo induzido por MPTP, reduzindo a perda de neurdnios
dopaminérgicos e a disfun¢do motora®.

Sabe-se que a inibicdo da cadeia de transporte de elétrons au-
menta a formacdo de O,", o qual promove a liberagdo de fons ferro
que podem propagar o estresse oxidativo. O trabalho citado acima
confirmou o envolvimento do ferro neste cendrio.

Nocautes com expressdo reduzida de enzimas antioxidantes

Diversas linhagens mutantes foram geradas na década de 90 pela
interrupcdo de um gene em camundongos. A maioria dos mutantes dis-
poniveis tem alelos nulos (ou sem fungéo) do gene. Surpreendentemen-
te, muitos nocautes exibem um fenétipo aparentemente normal, prova-
velmente devido a redundancia de genes compensando o produto do
gene deletado®. Em outros casos, animais homozigotos para uma muta-
¢do nula ndo sdo vidveis — os fetos morrem durante o desenvolvimento
embriondrio ou sobrevivem por pouco tempo apds 0 nascimento.

Animais com nocaute total dos genes da tiorredoxina, transferrina
e Mn-SOD (gene SOD-2) ndo sobrevivem. Camundongos sem
tiorredoxina citoplasmatica (Trx1) ou mitocondrial (Trx2) morrem
no estdgio embriondrio®® e camundongos sintetizando menos que
1% da quantidade normal de transferrina morrem logo apds o nasci-
mento'?. Camundongos sem Mn-SOD morrem dentro de 1 a 18 dias
de cardiomiopatia dilatada ou neurodegeneragéo’”, com severos da-
nos mitocondriais, depdsitos de lipidios oxidados em diversos teci-
dos”' e niveis muito elevados de 8-hidroxiguanina, 8-hidroxiadenina
e 5-hidroxicitosina no DNA gendmico’™. Animais nocautes homo-
zigotos dos genes SOD-1 (CuZn-SOD), SOD-3 (SOD extracelular)
e GPx1 (glutationa peroxidase) conseguem sobreviver: os camun-
dongos parecem normais exceto por maior sensibilidade a certos ti-
pos de estresse oxidativo®.

CuZn-SOD

A eliminacdo de CuZn-SOD em camundongos causou maior dano
e morte neuronal, os quais se agravaram com a idade'. Os animais apre-
sentaram inchamento cerebral, maior apoptose neuronal e déficits neu-
roldgicos 24 h apds isquemia cerebral focal transiente’. Também exibi-
ram grande vulnerabilidade a perda de neurdnios motores apds danos
axonais™, produgio aumentada de O, apSs isquemia global” e maior
vulnerabilidade a MPTP™ e a toxina paraquat (geradora de O,)".

Apesar da auséncia de CuZn-SOD ndo ser letal, estes experi-
mentos mostram que esta enzima ¢ muito importante ao longo da
vida do animal, tornando-o mais resistente a diferentes insultos en-
volvendo estresse oxidativo.

Mn-SOD

A Mn-SOD, localizada na matriz mitocondrial, tem o importan-
te papel de sequiestrar radicais O, produzidos pela cadeia de trans-
porte de elétrons. Ions O,” sdo moléculas carregadas que ndo atra-
vessam membranas. Portanto, se ndao forem eliminados, acabam le-
sando moléculas da prépria mitocondria.

Camundongos nocautes de Mn-SOD heterozigotos mostraram
funcdes mitocondriais alteradas (como respiracio reduzida e maior
sensibilidade a estresse oxidativo) e menor tempo de vida”. Apre-
sentaram elevada neurodegeneracdo’', danos cerebrais maiores apds
isquemia’ e elevado nivel de nitragdo cerebral, consistente com for-
magio aumentada de ONOO"*. Observou-se também maior sensi-
bilidade a MPTP, 3-nitropropionato e malonato™.
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Como os camundongos nocautes homozigotos de Mn-SOD nio
sdo vidveis, foi necessdrio construir animais heterozigotos expres-
sando somente metade da quantidade de Mn-SOD para a realizacdo
de estudos mais longos. De qualquer maneira, os camundongos
heterozigotos confirmam que a Mn-SOD € uma enzima central no
sistema de defesa antioxidante, apontando a mitocondria como uma
organela primordial para a satide celular (¢ a fonte de energia da
célula) e, também, um nicleo de ativagdo de apoptose.

SOD extracelular

Camundongos sem SOD extracelular pareceram normais, porém
mais sensiveis a hiperéxia e a isquemia cerebral focal®, apresentan-
do comprometimentos significativos da funcéo cerebral, como difi-
culdade na aprendizagem espacial®. Tais fatos indicam a importan-
cia de proteger a superficie das células do sistema nervoso e os cons-
tituintes essenciais presentes no fluido cérebro espinhal.

Glutationa peroxidase

Camundongos com delecdo da glutationa peroxidase desenvol-
veram-se normalmente, porém o cérebro se tornou mais susceptivel
a toxinas mitocondriais (MPTP, 3-nitropropionato e malonato®'), 0z0-
nio (0,) e antraciclinas*, e mais sensivel a danos por isquemia/
reperfusdo’. Apesar da auséncia de glutationa peroxidase também
nio ser letal, estes experimentos ilustram como o controle da con-
centragdo de H,0O, € importante para manter o bom funcionamento
do cérebro quando submetido a insultos oxidativos.

Metalotioneinas

As metalotioneinas s@o o principal estoque intracelular de fons
de cobre e zinco. O cérebro contém as metalotioneinas I, II e III, e
inclusive uma isoforma especifica de III. Camundongos transgénicos
sem as metalotioneinas I e II mostraram dificuldades no reparo de
lesdes cerebrais apés ferimento cortical®.

Sabe-se que existe um estoque intracelular de fons de ferro e
cobre livres no interior de vacuolos isolados do resto da célula e que,
quando as c€lulas sdo mecanicamente danificadas ou sofrem necrose,
estes metais podem ser liberados. O trabalho citado acima indica
que as metalotioneinas seriam responsdveis por quelar rapidamente
o cobre livre, impedindo-o de catalisar a formagao de radicais livres
e, conseqiientemente, promover a formagao de lesdes cerebrais. Acre-
dita-se que alteragdes no metabolismo de zinco também estejam en-
volvidas na patologia de doengas neurodegenerativas'.

Transportadores de vitaminas

Camundongos deficientes na proteina transportadora da vitami-
na E (a-tocoferol) desenvolveram ataxia tardia e neurodegeneragéo®.
A deficiéncia do transportador da vitamina C (ascorbato) causou he-
morragias cerebrais letais logo apds o nascimento®. Estes trabalhos
ilustram o importante papel desempenhado no sistema nervoso por
estes antioxidantes obtidos da dieta.

Transportador vesicular de monoamina (VMAT?2)

VMAT?2 ¢ responsavel pela liberacdo de dopamina nas vesiculas
sindpticas. Camundongos heterozigotos nulos para VMAT?2 apresentaram
maior sensibilidade ao efeito de MPTP. Isto porque possuem elevado ni-
vel citosolico de dopamina, cuja auto-oxidacao e oxidagdo por monoamina
oxidases gera espécies reativas que desencadeiam o estresse oxidativo®.

NO: sintases (NOS)

Alguns neurdnios contém uma forma constitutiva de NOS, cha-
mada de NOS neuronal (nNOS); as células da glia possuem uma
forma indutivel de NOS (iNOS) e as células endoteliais dos vasos
sanguineos cerebrais contém NOS endotelial (eNOS)™.

Quim. Nova

Camundongos nocautes de iNOS apresentaram menor nivel de
nitrotirosina no cértex cerebral apds isquemia-reperfuséo®. J4 os ca-
mundongos nocautes de nNOS mostraram maior resisténcia a
toxicidade de malonato (inibidor da succinato desidrogenase)’,
MPTP® ¢ N-metil-D-aspartato®. Foram também mais resistentes a
golpes™ e a danos cerebrais por isquemia-reperfusio” .

Os trabalhos citados acima evidenciam a acdo neurotéxica do NO*
gerado pela nNOS e iNOS em situacdes de estresse. Estudos mostra-
ram que a formagdo de NO' nos neurdnios induzida por isquemia €&
responsavel pela formagdo de peroxinitrito, pela liberagdo de fons de
ferro, pelo aumento de lesdes no DNA e inibigdo da sintese de DNA,
sinalizando apoptose. J4 0 NO" gerado nos vasos sanguineos pela eNOS
promove prote¢do do tecido, aumentando o fluxo de sangue no cére-
bro, inibindo a agregacdo de plaquetas e capturando O, *.

Este € o tnico tdpico deste trabalho que descreve a deleg@o de
uma enzima que ndo faz parte do sistema de defesa antioxidante
classico, ja que o NO" exerce agdo pré-oxidante em determinadas
situacdes. De qualquer maneira, animais transgénicos e nocautes de
enzimas pré-oxidantes também auxiliam no entendimento de situa-
¢oes de estresse oxidativo no SNC.

Os estudos com animais transgénicos e nocautes corroboram a
hipétese de que lesdes oxidativas sdo componentes importantes no
ciclo de eventos que levam a neurodegenerac@o, estando intimamente
ligadas a diversos fendmenos celulares que contribuem para a lesdo
e morte neuronal.

Os diversos resultados obtidos com animais transgénicos ou no-
cautes revisados neste trabalho forneceram informacdes valiosas so-
bre a participacdo de determinadas espécies reativas como agentes
de situagdes de estresse no SNC. Estes estudos também permitiram
avaliar a importancia de diferentes proteinas na prote¢do do tecido,
indicando que enzimas antioxidantes, oxidantes de baixo peso
molecular (vitaminas E e C) e quelantes de metais estdo envolvidos
na protecao do SNC, assim como a regulacdo da atividade de enzimas
pré-oxidantes e da concentragdo de neurotransmissores.

Tais informagdes destacam alvos potenciais para o desenvolvimen-
to de novas drogas e terapias genéticas focalizadas que poderdo inibir o
estresse oxidativo, quebrando o ciclo de morte celular. O desenvolvi-
mento de novas drogas para o sistema nervoso central apresenta algu-
mas dificuldades particulares: os agentes devem ser capazes de penetrar
a barreira hemato-encefélica e devem ser seguros para longos periodos
de consumo. Neste aspecto, aponta-se outra grande utilidade dos
transgénicos: a possibilidade de explorar intervengdes terapéuticas pro-
missoras nos animais, antes da realizac@o de triagens clinicas.

CONCLUSAO

Muitos progressos no entendimento da patologia de doengas
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, Huntington e
Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) sé foram alcangados gragas ao
estudo dos mecanismos de estresse oxidativo em animais transgénicos.

Apesar de existirem diferentes fatores genéticos de pré-disposi-
¢3o e vulnerabilidade regional a morte neuronal — mutagdes na o-
sinucleina atingindo neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra
em Parkinson; protefna precursora de (3-amiléide mutante prejudican-
do neurdnios colinérgicos do cortex e hipocampo em Alzheimer; re-
peticdes excessivas de glutamina na proteina huntingtina comprome-
tendo neurdnios estriatais em Huntington e, mutag¢des na CuZn-SOD
relacionadas a neurdnios motores e células da gliaem ELA?® - o estresse
oxidativo representa um mecanismo unificador de doencgas
neurodegenerativas. Espécies reativas podem causar disfungdes
mitocondriais, ativagdo das células da glia, modificacio e agregagdo
de proteinas especificas e mau funcionamento do sistema proteassomo,
gerando um ciclo vicioso que acaba por desencadear a morte celular.
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A tecnologia dos animais transgénicos permite identificar quais

sdo as espécies reativas envolvidas em determinada situacido de
estresse, quais as principais fontes destas espécies reativas e quais as
enzimas que podem inibir o estresse oxidativo, rompendo o ciclo de
morte celular. Informagdes mais especificas de cada patologia tém
sido obtidas gracas a animais modelo de Parkinson, Alzheimer,
Huntington e ELA, desenvolvidos a partir da super expressio das
proteinas mutantes especificas de cada doenca.
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