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RESUMO

A galactosemia é uma condicdo causada pela deficiéncia de uma das
quatro enzimas envolvidas no metabolismo da galactose: galactose
mutarotase, galactocinase, galactose-1-fosfato uridiltransferase e UDP
galactose - 4 - epimerase. Como consequéncia deste bloqueio, os
individuos afetados pela galactosemia ndo podem efetivamente
converter galactose em glicose, apresentando acumulo de galactose e
seus metabdlitos em seus tecidos, especialmente nas células do tecido
nervoso central, figado e rins. Dentre os principais achados clinicos,
destaca-se disfuncdo cerebral com atraso de desenvolvimento e
deficiéncia de aprendizado e de memodria, cuja fisiopatologia ainda nao
esta esclarecida. Considerando-se 0 parco conhecimento a respeito dos
mecanismos fisiopatoldgicos do dano cerebral apresentado por pacientes
galactosémicos, o presente trabalho avaliou o efeito da administracdo
aguda de galactose sobre vias apoptéticas em cérebros de ratos jovens.
Para tanto, vinte e quatro ratos machos da linhagem Wistar de 30 dias
foram divididos em dois grupos: controle e galactosemia. Os animais do
grupo galactosemia receberam uma Unica administracdo subcutanea de 5
pmol/g de peso corporal de galactose. Os animais do grupo controle
receberam solucdo salina nos mesmos volumes por via subcutanea. Uma
hora ap6s a administracdo deste carboidrato, os animais sofreram
eutanasia por decapitacdo com guilhotina e o cortex cerebral e o
cerebelo foram isolados e limpos. Foram entdo determinados o0s
imunocontetdo de Bax, Bcl-2, AlF e p53, proteinas que fazem parte de
vias de morte celular por apoptose, e a razdo Bax/Bcl-2 nestes tecidos
por western blotting. Ndo foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos nos conteldos das proteinas avaliadas, bem como na
razdo entre Bax/Bcl-2 em nenhuma das estruturas cerebrais estudadas.
Os resultados do presente trabalho sugerem que a administracdo aguda
de galactose ndo altera os processos de morte celular por apoptose via
proteinas Bax, Bcl-2, AIF e p53 em cérebro de ratos jovens.

Palavras-chave: Galactose. Galactosemia. Cérebro. Morte celular.
Apoptose






ABSTRACT

Galactosemia is a condition caused by the deficiency of one of for
enzymes involved in the metabolism of galactose: galactose mutarotase,
galactokinase, galactose-1-phosphate uridyl transferase and UDP
galactose — 4 - epimerase. As a consequence of this blockade, the
individuals affected by galactosemia present accumulation of galactose
and its metabolites in tissues, especially in the cells of the central
nervous system, liver and kidneys. The main signal and symptoms are
brain dysfunction with development delay and learning and memory
disability, whose pathophysiology is not well understood. Considering
the little knowledge about the pathophysiology mechanism of brain
damage shown by galactosemic patients, this study evaluated the effect
of acute administration of galactose on apoptotic pathways in the brain
of young rats. Twent-four 30-day-old male Wistar rats were divided into
two groups: control and galactosemia. The animals of the galactosemia
group received a single subcutaneous administration of 5 pmol/g of
body weight of galactose. The animals of the control group received the
same volume of a saline solution subcutaneously. One hour after the
administration, the animals were killed by decapitation and the cerebral
cortex and the cerebellum were isolated and cleaned. The brain
structures were used for the determination of the content of the proteins
involved in the apoptotic cascade: Bax, Bcl-2, AlF, and p53 by western
blotting, and the ratio Bax/Bcl-2. It was not observed any significant
difference in Bax, Bcl-2, AlF, and p53 between groups in the brain
structures evaluated. Moreover, the ratio Bax/Bcl-2 was not altered in
cerebral cortex and cerebellum of animals of galactosemia group when
compared to control group. Taken together, the present results
demonstrated that the acute administration of galactose does not alter the
process of cellular death by apoptosis involving the proteins Bax, Bcl-2,
AIF, and p53 in the brains of young rats.

Keywords: Galactose. Galactosemia. Brain. Cellular death. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 GALACTOSE

A galactose (Cs Hyp, Og) é um carboidrato simples
(monossacarideo) com grupo funcional aldeido, classificado como
aldose (figura 1), isbmero da glicose e epimero desta no carbono 4. Sua
obtencdo pode ocorrer de trés formas:

| - Pela biossintese;

Il - Pela dieta, como molécula livre;

Il - Através da dieta, em decorréncia da quebra do dissacarideo
lactose no intestino delgado pela acdo da enzima lactase, originando
dois monossacarideos, glicose e galactose, sendo assim absorvidas
(FRIDOVICH-KEIL; WALTER, 2001).

Figura 1 - Estrutura quimica da galactose
CH.OH

Galactose

Fonte: Pagina Gastroenterologia Pediatrica e Nutrigdo.

Este monossacarideo é um constituinte importante da dieta
alimentar desde o nascimento (SILVA, 2008), pois a lactose presente no
leite é a principal fonte de galactose na dieta. Também ocorre a
producdo enddgena deste carboidrato, principalmente através da
conversao enzimatica entre a uridina difosfato-glicose (UDP-glicose) e
UDP-galactose e da rotatividade natural de glicolipideos e
glicoproteinas (LAl et al., 2009).
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O intestino delgado esta envolvido no fornecimento dos glicidios
para a circulacdo sistémica através da absorcdo dos produtos resultantes
da digestdo dos carboidratos (MORAES, 2011). Apds a ingestdo e
consequente absorcdo nas microvilosidades intestinais, a galactose é
rapidamente convertida em glicose no figado. O figado é o 6rgdo que
metaboliza a maior quantidade de galactose, e a conversdo de galactose
em glicose ocorre de forma téo eficaz que cerca de metade da galactose
ingerida j& estard convertida em glicose apos trinta minutos de sua
ingestdo (MARKS, 1998; ROCHA, 2000; SMITH, 2008).

A hidrdlise da lactose por uma galactosidase — a lactase (E.C.
3.2.1.108) — nas microvilosidades intestinais leva a liberagcdo de glicose
e galactose (SEGAL et al., 2004). No figado, a galactose € rapidamente
metabolizada pela acdo de quatro principais enzimas, que constituem a
via de Leloir (Figura 2): galactose mutarrotase (GALM; E.C. 5.1.3.3),
galactocinase (GALK; E.C. 2.7.1.6), galactose-1-fosfato
uridiltransferase (GALT; E.C. 2.7.7.12) e UDP galactose-4-epimerase
(GALE; E.C. 5.1.3.2) (HOLDEN et al., 2003; MORAES, 2011).

No primeiro passo da via de Leloir, a pB-D-galactose é
epimerizada a o-D-galactose pela enzima GALM. O préximo passo €
dependente de ATP, em que ocorre a fosforilagdo através da enzima
GALK, formando galactose-1-fosfato (Gal-1-P). A terceira enzima do
metabolismo da galactose é a GALT, que catalisa a transferéncia do
grupo uridinamonofosfato (UMP) da uridinadifosfato-glicose (UDP-
glicose) para Gal-1-P, gerando assim glicose-1-fosfato e UDP-galactose.
A via se completa através da enzima GALE, que converte UDP-
galactose em UDP-glicose (HOLDEN et al., 2003; SILVA, 2008).



Figura 2 - Metabolismo da Galactose pela Via de Leloir
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B D- Galactose
GALM
1
2 7 -
Galactonato o D- Galactose Galactitel
p— - ARSI
1 GALK
P
UDP- Glicose GALE Galactose- 1- Fosfato Glicose- 1- Fosfato

TR

il

GALT

Glicose- 1- Fosfato

UDP- Galactose

1

Glicoproteinas

Glicolipidens

|

Galactose

Fonte: Silva, 2008

Onde: (1) galactose mutarrotase (GALM), (2) galactocinase (GALK), (3)
galactose-uridiltransferase (GALT), (4) galactose epimerase (GALE), (5)
difosfato de uridina-glicose pirofosforilase, (6) difosfato de uridina-glicose
fosforilase, (7) aldoserredutase, (8) galactose desidrogenase.

Embora a via de Leloir seja claramente a rota predominante do
metabolismo da galactose em humanos e outras espécies, esta ndo é a
Unica rota. Estudos em micro-organismos, camundongos e humanos
evidenciam a existéncia de outras rotas para 0 metabolismo da
galactose, como a reducgdo da galactose ou galactitol pela enzina aldose
redutase (E.C. 1.1.1.21) e a oxidagdo da galactose através da galactose
desidrogenase (E.C. 1.1.1.19) formando galactonato (BOSCH, 2010). O
galactitol ndo pode ser metabolizado, sendo predominantemente
excretado na urina e o galactonato é metabolizado pela via das pentoses-
fosfato (LAI et al., 2009).
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1.2 GALACTOSEMIA

A galactosemia é um dos principais achados clinicos dos erros
inatos de metabolismo da galactose, de heranca autossémica recessiva
(Holden et al., 2003), causados pela deficiéncia de uma das trés enzimas
da Via de Leloir: GALK (OMIM 230200), GALT (OMIM 230200) e
GALE (OMIM 230350) (OMIM; 2006).

Os pacientes afetados pela galactosemia ndo podem efetivamente
converter galactose em glicose, apresentando acimulo deste carboidrato
e seus metabolitos, como galactitol, galactonato e Gal-1-P (HOLTON et
al., 2001; BOSCH, 2006). O acumulo de Gal-1-P €é decorrente na
deficiéncia de GALT e GALE, enquanto o acimulo de galactitol e
galactonato é decorrente da deficiéncia da GALK (LAl et al., 2009).
Esses metabdlitos acumulam-se em vérios tecidos, mas especialmente
nas células do tecido nervoso central, figado, rins e cristalino e em
liquidos biol6gicos (HOLTON et al., 2001; BOSCH, 2006; SILVA,
2008).

Dados epidemioldgicos dos diferentes tipos de galactosemia
variam conforme o local do estudo. No Brasil, ha uma frequéncia geral
estimada de 1:20.000 nascidos vivos (CAMELO Jr. et al., 2009).

1.2.1 Apresentacoes clinicas

As apresentacBes clinicas da galactosemia variam conforme o
defeito enzimatico na Via de Leloir. A mais comum e clinicamente mais
grave forma de galactosemia é denominada galactosemia classica,
causada pela deficiéncia de GALT (MUMMA et al., 2008). Na
deficiéncia de GALT, inicialmente os sintomas clinicos sdo perda de
peso, vomitos, diarreia, hipotonia e letargia. Posteriormente, pode haver
ictericia, hepatomegalia, insuficiéncia hepatica, doenca tubular renal,
anormalidades hematoldgicas (anemia hemolitica), faléncia ovariana
precoce e septicemia (particularmente por Escherichia coli) (BERRY et
al., 2004; SILVA, 2008; CAMELO Jr. et al., 2009).

Cronicamente, 0s achados clinicos mais relevantes sao alterages
neurolégicas decorrentes da exposicdo prolongada ao excesso de
galactose e incluem déficit cognitivo, comprometimento da
aprendizagem e memoria, ataxia e dispraxia (WIERENG et al., 2008).
Um percentual significativo dos pacientes afetados pela galactosemia
classica apresenta na idade adulta complicacdes decorrentes da patologia
como deficiéncia cognitiva, problemas de fala, distirbios neuroldgicos e
de movimento (WAGGONER et al., 1999; SCHWEITZER-KRANTZ,
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2003; BOSCH, 2006; FRIDOVICH-KEIL; WALTER, 2001). Estudos
de neuroimagem em pacientes galactosémicos demonstram alteracGes de
mielinizacdo, anormalidades na substancia branca, perda de células de
Purkinje, atrofia cerebral e cerebelar (DUBROFF et al., 2008; LAl et al.,
2008).

A deficiéncia da enzima GALK, também conhecida como
galactosemia do tipo Il, apresenta como principal achado clinico a
catarata, geralmente bilateral, encontrada ainda em neonatos (BOSCH,
2010). Por outro lado, a galactosemia tipo 11, causada pela deficiéncia
da enzima GALE, incialmente se apresenta de forma assintomatica e
posteriormente pode apresentar quaisquer dos danos dos outros tipos de
galactosemias (DUBROFF et al., 2008).

1.2.2 Diagnostico

O achado da galactosuria associado ao quadro clinico é evidéncia
suficiente para que se inicie tratamento para galactosemia. Entretanto, o
diagndstico definitivo consiste na determinacéo da atividade da enzima
deficiente em eritrocitos isolados associada a determinacdo dos niveis
plasmaticos de galactose e/ou Gal-1-P, diferenciando os tipos de
galactosemia (SHIN-BUEHRING; SCHAUB, 1980; MORAES, 2011).

1.2.3 Tratamento

Todo recém-nascido em que for detectada a galactosemia,
independentemente da enzima deficiente, deve iniciar tratamento
imediatamente. Este consiste em eliminar qualquer ingestdo de galactose
no periodo de lactente, substituindo o leite materno, leite de vaca ou
férmulas infantis tradicionais por leite de soja ou formula elementar
(leite livre de galactose). Da-se preferéncia pela Gltima, tendo em vista
gue algumas férmulas de soja contém alguma porcentagem de galactose,
evitando assim o acUmulo de metabdlitos potencialmente tdxicos
(BOSCH, 2010; HOLDEN et al., 2003).

1.2.4 Fisiopatologia da Galactosemia

A importancia do metabolismo normal da galactose foi
reconhecida ha mais de trinta anos, quando a via de Leloir foi
completamente identificada (HOLDEN et al., 2003). Mesmo ap0s
décadas de estudo dos mecanismos fisiopatolégicos da galactosemia, a
toxicidade da galactose e seus metabdlitos ainda é desconhecida
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(MUMMA et al., 2008; LAI et al., 2009). Atualmente, sdo propostos
guatro mecanismos fisiopatoldgicos para a galactosemia:

i) Acimulo de metabolitos téxicos bloqueados na via de Leloir:

Os pacientes com galactosemia, devido a biossintese, estdo
constantemente expostos & galactose e sdo continuamente submetidos
aos efeitos toxicos dos metabdlitos acumulados na via de Leloir,
podendo manifestar sindrome de toxicidade aguda e cronica (SEGAL;
BERRY, 1995).

ii) Acumulo de produtos toxicos do catabolismo alternativo da
galactose:

A galactose ndo metabolizada pela via de Leloir levara a
formagdo de galactitol e o galactonato (BERRY et al., 2004). O
galactitol ndo pode ser metabolizado e é excretado predominantemente
na urina (SIEGEL et al., 1998), no entanto, parte deste galactitol se
acumula em fibras do cristalino e de outros tecidos. Por outro lado, o
galactonato é metabolizado através do via das pentoses e ainda néo esta
claro se esta acumulacéo é toxica (SIEGEL et al., 1998).

iii) Deficiéncia de UDP-galactose (e UDP-glicose), com
implicacdes na glicosilacdo de proteinas e galactosilagéo:

Para cada molécula de glicose-1-fosfato produzido, uma molécula
de UDP-glicose e uma molécula de Gal-1-P sdo consumidas e uma
molécula de UDP-galactose é formada sem gasto de energia. A UDP-
glicose pode vir da epimerizacdo da UDP-galactose ou da reacdo da
fosforilase. Assim, a producdo de glicose-1-fosfato a partir de cada
molécula de Gal-1-P pode ocorrer em detrimento da formagdo de UDP-
galactose (Potter et al., 2008). Tal declinio na disponibilidade de UDP-
glicose prejudicaria ainda mais a formagdo de UDP-galactose a partir da
reacdo catalisada pela GALE, e este por sua vez levaria & produgdo
anormal de glicoproteinas e glicolipideos.

iv) Alteracdo no metabolismo do inositol:

Wells et al. (1965) relataram uma diminuigdo no inositol livre e
ligado a lipideos em tecidos de pacientes e animais com galactosemia.
Recentemente, a expressdo de inositol monofosfatase humana
confirmou a toxicidade da galactose em células de levedura, sugerindo
um papel patogénico da reducdo do inositol na galactosemia.

Alguns estudos afirmam que a toxicidade pré-natal causada pela
exposicdo ao excesso de galactose e seus metabolitos ainda na vida
intradtero pode ser mais um mecanismo participante da fisiopatologia da
galactosemia (HOLDEN et al., 2003; LAI et al., 2008). Neste contexto,
poucos estudos foram realizados com o intuito de demonstrar efeitos
toxicos da galactose, especialmente com respeito a galactosemia.
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Estudos demonstraram que altas concentracbes de galactose inibe a
sintese de receptores de serotonina, 0 que poderia estar relacionado a
grave deficiéncia intelectual apresentada por pacientes galactosémicos
(FRIEDMAN et al., 1989, ZHANG et al., 2005; KUMAR, 2013).

Em relacdo as complicacdes de longo prazo, disturbios
neurolégicos tém sido tema de intensa investigacdo. Até o momento, 0s
estudos de toxicidade deste 6rgdo na deficiéncia de GALT foram
principalmente descritivos, com pouco conhecimento sobre o
mecanismo exato da patogenia (LAI et al., 2009). Uma deplecdo das
células de Purkinje é observada no cerebelo, mas nada se sabe sobre o
motivo de sua redugdo em numero ou porque estas células sdo mais
suscetiveis a toxicidade da galactose em comparagdo a outros tipos
celulares (FRIEDMAN et al., 1989).

Segundo Kubo et al. (1999), as complicagdes mais comuns da
galactosemia em neonatos podem ser causadas por um aumento da
producdo de espécies reativas. Estes autores demonstraram que o
excesso de galactose resultou na ativacdo da aldose redutase,
aumentando a producdo de galactitol, esgotando assim NADPH e
inibindo a atividade da glutationa redutase. Como resultado, o peréxido
de hidrogénio é acumulado, causando dano oxidativo as biomoléculas.

Recentemente, estudos tém observado que a galactose,
administrada por diferentes vias, induz estresse oxidativo em diferentes
tecidos, como cérebro, figado e rins (CAKATAY et al., 2013;
PRAKASH; KUMAR, 2013; YANG et al., 2013; KALAZ et al., 2014).
Em um modelo animal de administracdo crénica de galactose, 0s
animais apresentaram deterioragdo gradual na aprendizagem e
capacidade de memoéria. Além disso, houve inducdo de estresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial e morte celular por apoptose no
cérebro de camundongos (PRAKASH; KUMAR, 2013).

1.3 MORTE CELULAR

Desde o desenvolvimento embriondrio e durante toda a vida,
centenas ou milhares de células sdo perdidas e restituidas diariamente.
Assim células que ndo estdo em pleno funcionamento, apresentando
danos irreversiveis perdem sua magnitude vital. Contudo, ndo ha um
Gnico mecanismo de morte celular. Atualmente existem muitas formas
de morte celular conhecidas, contudo, as mais frequentes sdo: a necrose
e a apoptose (OUYANG, 2012).

A necrose pode ser causada por agentes fisicos e quimicos e
apresenta caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas distintas, que
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desencadeiam processo inflamatorio, atingindo as células vizinhas
(SIEGEL et al., 1999). A morte celular por necrose ocorre, geralmente,
em resposta a dano grave as células e é caracterizada morfologicamente
por inchago citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da membrana
plasmatica e liberagdo do contedo extracelular (SAMALLI et al., 1996).
Consequentemente ocorre a geracdo de uma resposta inflamatoria, que
pode causar dano e até morte de células vizinhas podendo afetar um
grande numero de células ao mesmo tempo. Devido ao
desencadeamento do processo inflamatdrio, ha alteragBes irreversiveis
no tecido e/ou 6rgdo afetado (CURTIN et al., 2002).

No processo de morte celular por necrose, ocorrem alteracfes da
fungdo mitocondrial, diminuindo drasticamente a produgdo de ATP
interferindo na fungdo da enzima Na*, K*-ATPase, levando a tumefacio
celular devido ao aumento de Na' citosélico. O aumento do Ca®*
citosélico provoca ativagdo de fosfolipases e de proteases, que
juntamente com 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs)
induzem ruptura da membrana plasmatica, ativacdo de proteases com
consequente indugdo do extravasamento do conteddo celular,
sinalizando a migracdo de macréfagos ativando uma resposta
inflamatdéria do sistema imune. Ao contrario da retracdo celular
observada em células apoptoticas, na necrose observa-se um
intumescimento celular devido as lesdes no citoesqueleto e inibi¢do da
Na’ K*-ATPase, ocasionando a perda da permeabilidade seletiva da
membrana (SAMALI et al., 1996; MCCONKEY, 1998; ROCHA et al.,
2007).

A apoptose foi associada ao termo ‘morte celular programada’,
proposto por Lockshin em 1964, ao designar um tipo de morte celular
gue ocorre de forma programada (GEWIES; GRIMM, 2003).
Atualmente, sabe-se que a apoptose é um processo vital para o
desenvolvimento embrionario, para manutencdo da homeostase tecidual
e para o funcionamento do sistema imune. Neste processo, ocorre a
condensacdo do citoplasma e nucleo juntamente com a fragmentacéo do
DNA em oligomeros. Por fim, os ‘corpos apoptéticos’ formados pela
fragmentacdo das células sdo fagocitados pelas células do sistema
reticulo-endotelial (SIEGEL et al., 1999; ROCHA, 2000).

A apoptose é decorrente da ativacdo da via das caspases,
pertencentes a familia das cisteinas-proteases, que se tornam ativas apés
a clivagem proteolitica de residuos do &cido aspartico (NICHOLSON;
THORNBERRY, 1997). Mais de 12 caspases humanas sdo conhecidas
atualmente, sendo que as caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10 estdo envolvidas
no processo apoptdtico (THORNBERRY et al., 1998; EARNSHAW et
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al., 1999). Diferentes caspases sdo ativadas dependendo da via de
execucdo de apoptose, que pode ser pela via extrinseca (citoplasmatica)
ou pela via intrinseca (mitocondrial), como observado na figura 3.

Na via extrinseca, ocorre a ativacao dos receptores de membrana
da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) por ligantes
especificos. Estas proteinas apresentam um dominio extracelular rico em
cisteina ¢ um dominio intracelular denominado “dominio de morte”.
Apbs a ligacdo com seu ligante, ocorre a trimerizagdo do receptor, que
entdo ird interagir com uma molécula conhecida como a proteina
associada a FAS-com dominio para morte (FADD), que por sua vez
recrutard a procaspase 8, desencadeando uma cascata de caspases que
executara morte celular por apoptose (NAISMITH et al., 1998;
DANIEL et al., 2001).

A via intrinseca é desencadeada em consequéncia de diferentes
sinais de estresse intracelular, como danos ao DNA, agentes
quimioterapicos, virus, bactérias ou ainda a privacdo de fatores de
crescimento (HENGARTNER, 2000). Estes sinais irdo convergir para a
mitocdndria, induzindo sua permeabilizacdo e, por fim, a liberacdo de
moléculas pro-apoptéticas (DESAGHER; MARTINOU, 2000). Neste
sentido, as proteinas da familia Bcl-2, divididas entre proteinas anti-
apoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 e Al) e proteinas prd-apoptéticas
(Bad, Bid, Bax e Bak), participam ativamente da regulacdo da apoptose,
sendo que a homeostasia & mantida pelo controle da quantidade destas
proteinas. As proteinas pro-apoptéticas, quando ha sinal de apoptose,
inibem as proteinas antiapoptéticas e promovem a abertura de poros na
membrana da mitocondria, desencadeando permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa (CHIPUK et al., 2006). Assim, o
citocromo ¢, uma das proteinas liberadas para o citosol, forma um
complexo com a proteina Apaf-1, que recrutara a caspase iniciadora 9,
formando o chamado apoptossomo. A caspase 9 ativada, por sua vez,
ativa as caspases 3 e 7, levando a apoptose (MUNOZ-PINEDO et al.,
2006).

Além disso, estudos indicam que a apoptose pode ser decorrente
de vias independentes de caspases (HA et al., 1998; MONNEY et al.,
1998; DRENOU et al., 1999; MATEO et al., 1999; MILLER et al.,
1999; CARMODY; COTTER, 2000; JONES et al, 2000). A
endonuclease G (Endo G) e fator de inducdo da apoptose (AIF), por
exemplo, sdo dois mediadores mitocondriais que, a partir de suas
translocacdes para o nicleo, tém a capacidade de produzir fragmentacao
de DNA em grande escala, independentemente das caspases (LI et al.,
2001; YAKOVLEV; FADEN, 2004).
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Figura 3 - Diagrama representativo dos mecanismos de morte celular
por apoptose
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Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2007.

Onde: AIF (fator indutor de apoptose), Apaf -1(fator de ativagdo apoptético
protease 1 / apoptotic protease activating factor-1), Bad (antagonista dE Bcl-2
associado a morte celular), Bax (proteina X associada a Bcl-2), Bcl- 2
(proteinas de células B), Bcl-xL (linfoma de células B-extra grande), Endo G
(endonuclease G).

A apoptose é um processo indispensavel a vida e, portanto, deve
seguir um processo meticuloso. Qualquer distirbio em sua regulacéo,
ou seja, tanto 0 excesso quanto a deficiéncia, pode provocar inimeras
alteragdes ao organismo. A apoptose estd diretamente envolvida em
patologias neurodegenerativas ou lesGes como deméncia progressiva,
perda da cognicdo e meméria (SAMALI, 1996; SHELTON et al., 2004;
ROCHA et al., 2007).

1.4 A PROTEINA P53

A p53 é uma proteina codificada por um gene situado no
cromossomo de numero 17, o qual leva 0 mesmo nome. Sua principal
funcdo esta relacionada a preservacéo da integridade do codigo genético
de cada célula, ou seja, a manutencdo da mesma sequéncia de
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nucleotideos ao longo de toda a molécula de DNA igualmente presente
em cada célula do organismo (ROCHA, 2000). Durante o ciclo de
divisdo celular, a proteina p53 verifica a eventual ocorréncia de uma
mutacdo na sequéncia do codigo genético em consequéncia e uma
duplicacdo defeituosa do DNA. Caso seja identificada uma mutacdo, €
funcdo da proteina p53, através do desdobramento de uma cascata de
reacOes, impedir que esta célula entre em processo de mitose e complete
a divisao celular. Para isto dois caminhos poderdo ser seguidos: a
correcdo da mutacdo através da ativacdo de proteinas de reparo ou
inducdo de morte através da apoptose (Figura 4) (ROCHA, 2000).

Figura 4 - Vias de Sinalizagéo Utilizadas pela proteina p53
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Fonte: Klumb, 2002.
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Estes defeitos, se pouco extensos, podem ser corrigidos por
enzimas especializadas. Em geral, se a mutacdo € irreparavel, ocorre o
desencadeamento do processo de morte celular por apoptose. Ao
contrario do gene Bcl-2, o p53 para o ciclo celular, desencadeando os
processos de apoptose. Células mutantes para este gene ndo sofrem
apoptose. Tais células sobrevivem por mais tempo, acumulam mais
mutacbes e multiplicam-se sem controle, podendo gerar tumores
(BENNETT, 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

Até o presente momento, os mecanismos fisiopatolégicos do
dano cerebral apresentado pelos pacientes galactosémicos ainda sdo
desconhecidos. A hip6tese mais aceita € de que altas concentragbes de
galactose exergam efeitos neurotdxicos e contribuam para tal dano
tecidual. Portanto, torna-se importante avaliar o efeito agudo de altas
concentracbes de galactose sobre a cascata apoptética no sistema
nervoso central (SNC).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo aguda de galactose sobre vias

apoptéticas em cérebros de ratos jovens.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Avaliar o imunocontetdo de Bax em cérebro (cortex cerebral e
cerebelo) de ratos de 30 dias de vida submetidos & administracdo
aguda de galactose;

Avaliar o imunocontetdo de Bcl-2 em cérebro (cortex cerebral e
cerebelo) de ratos de 30 dias de vida submetidos & administracdo
aguda de galactose;

Avaliar a razdo Bax/Bcl-2 em cérebro (cortex cerebral e cerebelo)
de ratos de 30 dias de vida submetidos a administracdo aguda de
galactose;

Avaliar o imunocontetdo de AIF em cérebro (cortex cerebral e
cerebelo) de ratos de 30 dias de vida submetidos a administracdo
aguda de galactose;

Avaliar o imunocontetdo de p53 em cérebro (cOrtex cerebral e
cerebelo) de ratos de 30 dias de vida submetidos a administracdo
aguda de galactose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados vinte e quatro ratos machos da espécie Rattus
norvegicus, da linhagem Wistar, de 30 dias de vida e provenientes do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC. Os
animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de + 12 horas a uma
temperatura de 23 + 1°C e com exaustdo. Os animais tiveram livre
acesso a agua e alimento. A utilizacdo dos animais seguiu o protocolo
experimental aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais desta
Universidade (protocolo n° 72/2010), levando em consideragdo a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos, aprovada por meio da Portaria do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) n° 465
(23/05/2013).

Todos os procedimentos foram realizados por pessoas treinadas e
qualificadas em local especifico para manipulacdo animal.

4.2 ADMINISTRAGCAO AGUDA DE GALACTOSE

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: grupo
controle e grupo galactose. Os animais do grupo controle receberam
uma Unica administracdo subcutanea de solucdo de cloreto de sddio
0,9%. Simultaneamente, 0s animais do grupo galactose receberam uma
Unica administragdo subcutanea de D-galactose (Sigma) na dose de 5
umol/g de peso corporal. Uma hora apds as administra¢des, os animais
de ambos os grupos sofreram eutandasia por decapitacdo sem anestesia,
de acordo com as Diretrizes para a Pratica de Eutandsia (CONCEA,
2013).

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

Imediatamente ap6s a eutanasia, o cérebro foi removido e o
cortéx cerebral e cerebelo foram isolados e homogeneizados (1:20,
peso/volume) em Tampédo Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1%
(p/v) de SDS, 10% (v/v) de glicerol). As amostras homogeneizadas
foram centrifugadas a 800 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi
reservado em aliquotas de 100 pL e armazenado a -80° C até o
momento da quantificacdo das proteinas marcadoras de apoptose.
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4.4 WESTERN BLOTTING

Foram utilizados 30 ug de proteina para a eletroforese em gel
monodimensional de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-
PAGE) em um sistema descontinuo usando gel 10-15%. As proteinas
separadas foram transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando
tampdo contento Tris 20 mM, glicina 150 mM, metanol 20% (v/v), SDS
0,02% (p/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia Bio-Rad
resfriada. A carga de proteina e a eficiéncia da transferéncia foram
verificadas com coloragdo Ponceau S. Ap0s, os sitios de proteinas
inespecificos foram blogueados por uma hora de incubagdo com solucéo
bloqueadora (5% albumina) em tampdo Tris salina 0,1% (p/v), tween-
20. Posteriormente, as membranas foram incubadas durante a noite a
4°C com o anticorpo policlonal de coelho contra a proteina Bcl-2,
(CellSignaling - 2876), Bax (CellSignaling - 2772), AIF e p53
(CellSignaling - 9662). Ap6s a incubacdo, o anticorpo primario foi
removido e as membranas foram lavadas 4 vezes durante 15 min. Apds
as lavagens, os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase
(diluicdo 1:10.000) foram aplicados a membrana e uma incubacéo por 1
hora & temperatura ambiente. As membranas foram entdo lavadas
novamente. Finalmente, as bandas imunorreativas foram detectadas
através de fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS — Bio-Rad) utilizando-
se kit de quimioluminescéncia SuperSignalWest Pico (Pierce). A
guantificacdo das bandas foi avaliada utilizando-se o Software
ImageLab (Bio-Rad). Em seguida, a membrana foi submetida ao
processo de stripping e foi incubada com um anticorpo contra f-actina
(Sigma - A2228) na presenca de 5% de leite. Apds a lavagem, os
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (diluicdo 1:10.000)
foi aplicado a membrana e uma incubacdo por 1 hora a temperatura
ambiente foi realizada e as membranas foram lavadas novamente. Da
mesma forma, as bandas imunorreativas foram detectadas através de
fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS — Bio-Rad) utilizando-se kit de
quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce). A densitometria
das bandas foi avaliada utilizando-se o Software ImageLab (Bio-Rad).
SeeBlue® Plus2 Prestained Standard (Invitrogen) foi utilizado como um
marcador de peso molecular para certificar-se de que as faixas corretas
foram analisadas para Bax, Bcl-2, AIF, p53 e p-actina.
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4.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

As concentracGes de proteinas foram determinadas pelo método
de Lowry e colaboradores (1951), utilizando-se albumina bovina como
padrdo.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos + desvio padrdo da média e
analisados utilizando-se o programa SPSS (Statistical Package for the
Social Science) versdo 16.0 em um computador PC compativel. O teste
estatistico utilizado foi o teste t de Student. Considerou-se
estatisticamente significativo quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

O presente estudo investigou os efeitos da administracdo aguda
de galactose sobre o imunocontetdo de Bax, Bcl-2, AlF e p53 em cdrtex
cerebral e cerebelo de ratos de 30 dias de vida.

Em um primeiro momento, avaliou-se 0 imunocontetdo de Bax e
foi observado que ndo houve diferenca significativa entre o grupo teste e
0 grupo controle em nenhuma das estruturas estudadas (Figura 5).

Figura 5 - Efeito da administracdo aguda de galactose sobre
imunoconteudo de Bax em cértex cerebral e cerebelo de ratos de 30
dias de vida. Valores expressos como média + desvio padréo (n=6).
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Em seguida, foi avaliado o imunocontetdo de Bcl-2 em cortex
cerebral e cerebelo de ratos de 30 dias de vida. Também ndo foi
observada diferenca significativa entre o grupo teste e o grupo controle
em nenhuma das estruturas analisadas (Figura 6). Da mesma forma, ndo
houve alteracdo na razdo Bax/Bcl-2 em estruturas cerebrais de animais
que receberam administracdo aguda de galactose em comparagdo ao
grupo controle (Figura 7).

Figura 6 - Efeito da administracdo aguda de galactose sobre
imunoconteudo de Bcl-2 em cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30
dias de vida. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=6)
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Figura 7 - Efeito da administracdo aguda de galactose sobre a razéo de
Bax/Bcl-2 em cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30 dias de vida.

Valores expressos como média + desvio padrao (n=6)
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Finalmente, foi analisado o imunocontetdo das proteinas AlIF e
p53. Também néo foi observada nenhuma diferenca significativa entre o
grupo submetido ao modelo experimental de galactosemia e o grupo
controle em nenhuma das estruturas analisadas (Figuras 8 e 9).




41

Figura 8 - Efeito da administracdo aguda de galactose sobre o
imunocontetdo de AIF em cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30 dias
de vida. Valores expressos como média + desvio padréo (n=6)
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Figura 9 - Efeito da administracdo aguda de galactose sobre o
imunocontetdo de p53 em cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30 dias
de vida. Valores expressos como média + desvio padréo (n=6)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de altas
concentragcbes de galactose sobre pardmetros envolvidos na morte
celular induzida por apoptose em cérebro de ratos jovens para melhor
compreender a fisiopatologia do dano neurolégico observado nos
pacientes acometidos por galactosemia. Alteracdes em decorréncia da
exposicdo prolongada a altas concentracdes de galactose foram descritas
em pacientes portadores desta doenca, incluindo diminuicdo cognitiva
evidenciada em testes de quociente de inteligéncia, assim como déficit
de memoria, atraso no desenvolvimento ou alteracdo de fala e atraso de
desenvolvimento global (tdnus muscular, postura e marcha)
(KAUFMAN et al., 1995). A administracdo de galactose em
concentracBes elevadas foi recentemente descrita como sendo um
modelo animal de doenga neurodegenerativa, devido a semelhancga dos
achados clinicos referentes ao SNC (LAl et al., 2008). Estudos in vivo
demonstraram também alteracdes neurolégicas ap6s a administracdo de
galactose em ratos, incluindo alteracbes comportamentais (memoria,
atencdo e aprendizado) e diminuicdo de respostas motoras (ataxia,
dispraxia) (Waggoner et al., 1999; Holton et al., 2001; SCHWEITZER-
KRANTZ, 2003; BOSCH, 2006; DUBROFF et al., 2008; FRIDOVICH-
KEIL e WALTER, 2001; LAl etal., 2008; LU et al., 2010).

Para o desenvolvimento do presente estudo, as analises foram
realizadas nas estruturas cerebrais que mais sofrem comprometimento
frente & exposi¢do a altas concentracbes de galactose: i) o cortex
cerebral, que desempenha funcdes complexas do cérebro como
memoria, aten¢do, consciéncia, linguagem, percepgdo e pensamento e ii)
o cerebelo, responsavel pela manutencdo do equilibrio, controle do
tdbnus muscular, movimentos voluntarios e aprendizagem motora
(NOLTE, 2008).

A avaliagdo do imunoconteldo de Bax ndo indicou diferenga
significativa entre o grupo teste e o grupo controle nas estruturas
estudadas. A proteina pré-apoptética Bax aumenta a permeabilidade da
membrana mitocondrial, levando a liberacdo de para o citosol, onde se
liga & proteina Apaf-1. Esse complexo ativa a caspase 9, que ativa a
caspase 3, desencadeando o processo de apoptose (CHIPUK, 2006;
MUNOZ-PINEDO et al.,, 2006). Em seguida, foi analisado o
imunocontetdo de Bcl-2 em cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30
dias de vida, ndo sendo observada diferenca significativa entre o grupo
teste e o grupo controle nas estruturas estudadas. A proteina
antiapoptotica Bcl-2 tem a funcéo bioldgica de suprimir a morte celular
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programada induzida por varios estimulos (BATISTATOU et al., 1993;
FICHER et al., 1993). Além disso, foi analisada a razdo Bax/Bcl-2 e
observou-se a mesma auséncia de interferéncia apds a administracéo
aguda de galactose. Os resultados apresentados neste trabalho sugerem
que, em cOrtex cerebral e cerebelo, as vias estudadas ndo estdo ligadas
ao mecanismo de morte celular por apoptose no modelo animal de
galactosemia utilizado.

Por outro lado, muitos estudos apontam a exposicdo a galactose
como fator indutor de neurodegeneracdo, que pode estar ligado a
estresse oxidativo e morte celular por apoptose (CHANDRA et al.,
2000; HO, 2003; LI et al., 2011; PRAKASH E KUMAR, 2013; RUAN
et al., 2014). Neurdnios sdo altamente vulneraveis ao dano oxidativo e o
SNC tem capacidade reduzida de regeneracdo celular em comparacéo a
outros 6rgdos (ANDERSEN, 2004; BARBOSA et al., 2006). Neste
sentido, estudos demonstraram uma redugdo nos niveis das defesas
antioxidantes enzimaticas em cérebros de ratos que receberam galactose
(KUMMAR et al., 2011; PRAKASH; KUMAR, 2013). Dessa forma,
apesar de ndo serem observadas alteracBes nos parametros de morte
celular por apoptose, deve-se ressaltar que a avaliagdo do estado redox
das células cerebrais de animais expostos a altos niveis de galactose
deverd ser realizada.

Estudos relacionando o efeito neurotoxico da galactose sdo
escassos. Entretanto, a morte celular por apoptose em tecidos com
exposicdo excessiva a galactose j& foram relatados. Forges et al. (2006)
induziram galactosemia em ratas jovens através de suplementacdo de
galactose na dieta, e observaram 0s mecanismos de danos ovarianos,
evidenciando a relevancia da toxicidade direta da galactose e seus
metabdlitos e sua posterior inducdo de estresse oxidativo e a apoptose.
Em outro estudo, foi analisada a funcdo ovariana de ratos alimentados
com uma dieta rica em galactose e foi observada uma reducédo
significativa da fungdo ovariana, que ficou evidente por um aumento na
expressdao de Fas e FasL (membros da familia TNF, denominados
ligantes de membrana celular, envolvidos no mecanismo de morte
celular por apoptose) e diminui¢do das IAPs (proteinas inibidoras de
apoptose). Estes resultados d&@o suporte a hipdtese de que a disfuncédo
ovariana em ratas galactosémicas esta relacionada ao aumento de
apoptose em células ovarianas (LAI et al., 2008). Outros resultados
corroboram esta questdo afirmando uma relagdo entre toxicidade
induzida por excesso de galactose e seus metabolitos e a disfungéo
ovariana e ainda que esta relacdo resulta em morte celular por apoptose
(LIU et al., 2000; BANERJEE et al., 2012).
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Para que fosse analisada uma via de apoptose independente da
ativacdo de caspases, a determinacdo dos niveis AIF foi realizada
através da quantificagdo do imunocontelido deste peptideo. Em linha
com o0s resultados anteriores, ndo houve alteracdo significativa no
imunocontetdo deste marcador. Por outro lado, Zanna et al. (2005), em
um modelo de neuropatia hereditéria utilizando um meio de galactose,
observaram morte celular por apoptose mediada por AlF e Endo G.

Estudos relacionando AIF e galactose sdo escassos,
diferentemente da literatura relacionando o AIF como fator indutor de
morte celular por apoptose e posterior neurodegeneragdo. Em um
estudo em que foram avaliados cortex cerebral, cerebelo e hipocampo de
ratos transgénicos PSI (com mutagdes na proteina Presenilina 1 - PS1,
presentes no processo neurodegenerativo de pacientes com Alzheimer),
foi evidenciada uma reducdo significativa dos niveis intracelulares de
ATP e um aumento de EROs, especialmente em cdrtex cerebral,
sugerindo que AIF pode desempenhar um papel de indutor de morte
cerebral independentemente de caspases em regibes especificas do
cérebro. Além disso, estes achados estdo intimamente relacionados a
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e neurodegeneracdo (YU et
al., 2014). O AIF é um fator de inducédo de apoptose, pois promove a
morte celular a partir da translocacéo nuclear ou, ainda, por interferir na
atividade do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial. Yu et al.
(2011) observaram um aumento da expressao de AIF em cortex frontal,
hipocampo e estriado de ratos senis, especialmente em estriado,
reforcando que esta proteina estd diretamente associada a
neurodegeneracao.

Avaliou-se também o imunoconteudo da proteina p53, pelo fato
desta proteina poder induzir a morte celular e por estar ligada a
preservacdo do codigo genético celular. Assim como os resultados
anteriores, ndao se observou nenhuma alteracdo significativa neste
marcador. Por outro lado, Banerjee et al. (2012) observaram que a
galactose in vitro levou a formacdo de EROs, distlrbio na membrana
mitocondrial estimulada pela expressdo de p53 e apoptose em células
ovarianas.

Estudos relacionam a administracdo de galactose como forma de
inducdo ao envelhecimento acelerado, incluindo a deterioragdo de
habilidades cognitivas e motoras, sendo estes eventos precedidos por
neurodegeneracdo e apoptose. Zhu et al. (2014) avaliaram o processo de
neurodegeneracdo em hipocampo de ratos induzido pela administracédo
de galactose e observaram que a proteina p53 demonstrou mediar 0s
efeitos adversos sobre a interrupcéo do ciclo celular e/ou apoptose em
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células proliferativas, reforcando a ideia de que a apoptose é precedida
pelo acimulo nuclear de p53 e expressdao aumentada de Fas (CD95)
(YANG et al., 2013).

Em relacdo as concentracdes utilizadas no presente estudo, sabe-
se que, em pacientes com galactosemia, as concentraces séricas de
galactose variam conforme a aderéncia ao tratamento dietético restritivo.
Um estudo europeu com quarenta e um pacientes afetados por
galactosemia demonstrou que os niveis plasmaticos de galactose eram
de 3,8 £ 1,7 umol/L, quando comparados ao grupo controle constituido
de trinta e trés individuos (0,33 £+ 0,06 pmol/L) (SCHADEWALDT et
al., 2010). Em um estudo similar realizado nos Estados Unidos, foram
analisadas as concentracdes de galactose no plasma de quinze pacientes
com tratamento dietético adequado, encontrando concentracdo de
galactose de 2,72 + 0,7 umol/L (individuos controles saudaveis: 1,48 +
0,7 pmol/L) (Ning et al., 2000). Por ultimo, foi demonstrado que, antes
do inicio do tratamento, neonatos afetados por galactosemia classica
apresentam concentracfes de Gal-1-P de até 6,5 mM em hemolisados e,
ap6s o estabelecimento do tratamento com restricdo da ingesta de
galactose, 0s niveis caem drasticamente, chegando a 0,1 a 0,2 mM. Cabe
salientar que, em individuos saudaveis, os niveis de Gal-1-Po séo
indetectaveis quando sdo utilizados os mesmos métodos de deteccdo
(GITZELMANN, 1995). Dessa forma, deve-se mencionar que 0s
resultados encontrados no presente trabalho foram obtidos utilizando-se
concentracBes semelhantes aquelas encontradas em soro e tecidos de
pacientes afetados por galactosemia.

YU et al.(2014) avaliaram um modelo de senilidade utilizando D-
galactose na dose de 100 (g/kg)/dia administrados por via subcutanea
em ratos e foram observado sintomas evidentes de envelhecimento, tais
como apatia, neurodegeneracdo e déficit motor. Ruan et al. (2014)
observaram a inducdo de estresse oxidativo, envelhecimento e apoptose
em cérebro de ratos submetidos a administracdo crénica de D-galactose
na dose de 300 (mg/kg)/dia por administracdo subcutanea, durante 8
semanas. Neste mesmo modelo, também foram observadas lesdo
inflamatéria e apoptose. Trabalhos futuros devem investigar se um
modelo crbnico ou doses mais elevadas de galactose sdo capazes de
alterar estes mesmos parametros avaliados agudamente no presente
estudo.

E importante ressaltar que, no presente estudo, foram avaliados
marcadores apoptéticos e fatores de inducdo de morte celular por
apoptose. A investigacdo da morte celular por necrose ndo foi o objeto
do estudo e, portanto, ndo se pode excluir o envolvimento destes
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mecanismos no processo de neurodegeneracdo em pacientes afetados
por galactosemia.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstrados no presente trabalho ndo corroboram
a hipotese de que a galactose participa dos mecanismos de dano cerebral
e morte celular por apoptose. Varios estudos afirmam que modelo
animal induzido por galactose induz a neurodegeneragdo. Acreditamos
na possibilidade de que uma dose maior ou modelos com niveis
elevados de galactose cronicamente sustentados, ou ainda morte celular
por necrose, possam contribuir para elucidar a fisiopatologia desta
doenca. Dessa forma, novos estudos devem ser realizados no intuito de
melhor compreender os mecanismos de neurodegeneragdo e morte
celular em pacientes galactosémicos.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quirion%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19251341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krantic%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19251341
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ANEXO A: DOCUMENTO DE APROVAGAO DO COMITE DE

ETICA

y Unlversidade do Extremo Sul Catarinense UNESC
Comita de Etica no Uso de Animais - CEUA ACELIA 5

e
Resclugic
O Comith de Etica no Uso de Animas, isconhecide peln Resclughs n. 042D0RCEmam Propas da
SO0 com 3 L Fedaral 11,794, analistu as aulas prifices abaio

Praotocola: TH2010

Prodesscr:
Patrics Sehuck

Tiwlo: “Avallsghe de parimatros Bloquimioos no sisbema mervoss cantral & sm techdos

perilircos do rutos jovens submetidos & concentragds slevadas da galactoas, galacioas -1-
fealute & galactior.

Ette projta ol Aprovadd e seus aspecias dlicos & meodaibgices. Todds » qualquer ataragss &9
Prejiti: deverd ser comuniceda s CELA. Os mamiros do CELA rdo pariciassm da procssss do
aynbazha o8 projetos onde conslam SNeG pesqusadones. Pam damais dividss conlalar & CEUA,
e U NE S DELEOHiCinIG

Crzuma, 13 de dansrbng de 2010

ik
Carina Rodrigues Roeck
Coordenadars do CELA



