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RESUMO

O metal divalente cadmio (Cd*") é um poluente ambiental que causa intensa
toxicidade em varios sistemas incluindo o sistema nervoso central (SNC). Diversos estudos
mostram que o SNC em desenvolvimento ¢ mais vulneravel a acdo de agentes toxicos e que
a exposicdo a metais em fase precoce do desenvolvimento do SNC pode predispor ao
aparecimento de processos neurodegenerativos. Em modelos de culturas celulares o Cd*"
pode causar citotoxicidade e modular diversas proteinas cinases. O presente trabalho teve
por objetivo principal investigar a a¢do neurotéxica aguda do Cd*" e sua capacidade de
modular as proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKs) e AKT, que sdo enzimas
envolvidas na regulacdo de processos de proliferacdo, diferenciagdo, morte celular e
neuroplasticidade. Além disso, foi avaliado um possivel efeito neuroprotetor da glutationa
(GSH) e sua analoga permeavel, a glutationa monoetilester (GSH-me). Fatias hipocampais
foram incubadas (1-3 h) com Cd*" (5-200 uM). A atividade de MAPKs (ERK1/2; INK e

gMAPKY e da AKT foi determinada através de western blotting. A viabilidade celular foi

p3
determinada pela andlise da reducdo do MTT, liberacdo da lactato desidrogenase (LDH) e
incorporagdo de iodeto de propidio (IP). Os resultados mostraram que o Cd*" (3 h)
promoveu um aumento na fosforilagao de p38™**™ em todas as doses avaliadas (5-200 pM)
sem alterar a fosforilacdo de JNK e de AKT. Nas concentragdes mais altas (100-200 uM) o
metal também estimulou a fosforilagio de ERK1/2. A inibigdo da p38™**™® pelo SB203580

agravou a neurotoxicidade mediada pelo Cd*". Por outro lado, a inibigdo da via de ERK1/2

pelo PD98059 ndo alterou a neurotoxicidade do Cd*". O Cd*" (5-200 uM; 3 h) reduziu a



viabilidade celular medida pelo MTT sem produzir lesdes sobre a membrana celular, tendo
em vista que a liberacdo de LDH e a incorporacdo de IP ndo foi modificada. A GSH foi
capaz de reverter parcialmente o efeito citotoxico do Cd*" (200 uM), entretanto a GSH-me,
mesmo sendo capaz de aumentar o conteido de GSH intracelular cerca de 3 vezes, ndo
minimizou a citotoxicidade do Cd*" (200 puM). Os resultados demonstraram uma acio
neurotéxica aguda do Cd** sobre o hipocampo imaturo com queda de viabilidade e uma
alteragio na atividade de p38™** ¢ ERKI1/2, vias de fundamental importincia no
desenvolvimento e neuroplasticidade hipocampal. Além disso, os resultados sugerem que
neste modelo p38™**% participa de uma sinalizagio que protege as células da
neurotoxicidade induzida pelo Cd*". Por fim o estudo sugere uma agdo neuroprotetora

(possivelmente extracelular) de GSH frente ao Cd*".



ABSTRACT

The developing of the brain is very sensitive to damage by toxic agents, in which
consequences may manifest only in the adulthood. Cadmium (Cd*") is an environmental
pollutant widely used in industry and is a constituent of tobacco smoke. Exposure to Cd*" is
associated with detrimental effects on mammalian cells including neural cells. We
investigate the action of Cd*" on immature hippocampus by assessing cell viability and
modulation of AKT/PKB and MAPK family members (extracellular signal-regulated
kinase (ERK)-1/2, p38M*P% and JNK), as well a possible neuroprotective effect of
glutathione and its permeable analogue, glutathione monoethyl ester (GSH-me).
Hippocampal slices from immature rats (postnatal day 14; PN14) were incubated with Cd*"
(5-200 uM) for 3 h and the effects on protein phosphorylation were analyzed by western
blotting. Phosphorylation of p38™4** was enhanced by Cd*" at all doses tested. Cd*" also
stimulated the phosphorylation of ERKI1/2 in a concentration-dependent manner.
Conversely, Cd*" did not alter the phosphorylation of INK and AKT. Moreover, Cd*" (5-
200 uM; 3 h) reduced cell viability, measured by MTT reduction assay without changes on
LDH leakage assay and propidium iodide (IP) staining. GSH but not GSH-me was able to
reduce the impairment on cell viability induced by the metal. This finding suggests that the
neuroprotective effect of GSH is extracellular action dependent. The inhibition of p38™4*%
by SB203580 aggravated the acute Cd*"-induced impairment on cell viability. Differently,

the inhibition of MEK by PD98059 did not alter the effects of Cd*" on cell viability. The



current data suggest that in immature hippocampal cells p38™*™® may play a role in a
signaling pathway in order to counteract against acute Cd*" neurotoxicity. In conclusion,
our results show that Cd*" impairs cell viability and disturbs MAPKs pathways in a

developmental stage that is significant for synaptic organization.
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1 INTRODUCAO

O cadmio (Cd*") é um metal pesado que antigamente era encontrado em baixas
concentragdes na natureza. Entretanto, quantidades significantes e progressivas deste metal
vém sendo introduzidas ao meio ambiente a partir de fontes naturais, como atividades
vulcanicas e incéndios florestais, e fontes antropogénicas, como a mineracdo € a
metalirgica (WAALKES, 2003; WAISBERG et al., 2003). Além disso, este metal possui
grande aplicacdo nas industrias de eletronica, comunicagdo, geragdo de energia e
aeroespacial (YATES, 1992; RPA, 2000; WAALKES, 2003; WAISBERG et al., 2003;
SANTOS et al., 2005; MONROE e HALVORSEN, 2006).

A exposicdo ao Cd*" pode ser ocupacional ou nio. Trabalhadores de indistrias estdo
sujeitos a inalar o Cd*" ou reté-lo em contato com a pele. Exposicdes nio ocupacionais
podem ocorrer por meio da ingestao de alimentos e de d4gua. Também o héabito de fumar ¢
uma importante fonte de contaminagao para o homem (IARC, 1993; RPA, 2000, ROMAN
et al., 2002; WAISBERG et al., 2003). O contato com poluentes ambientais contendo Cd*"
pode ocorrer mesmo que nao se resida ou trabalhe em areas geograficas altamente poluidas.
Niveis de contaminagio de Cd** podem ser comumente detectados em diferentes hortalicas
comercializadas, provenientes, por exemplo, de varias regides do estado de Sao Paulo
(ROMAN et al., 2002). Diferentes artigos domésticos de uso infantil frequentemente
levados a boca podem ocasionar intoxicagdo por Cd*", como a mamadeira do bebé e seus

acessorios, a chupeta e os mordedores de borracha (GARRIDO et al., 1983).
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As concentracdes de Cd*” nos alimentos sdo maiores nos vegetais, depois em carnes
e pescados e, finalmente, nos ovos e produtos lacteos (LENZI et al., 1990; MATA et al.,
1995; RPA, 2000). O leite, mesmo ndo apresentando niveis elevados de concentragdo do
metal, pode representar uma fonte importante de Cd*" para o homem (LENZI et al., 1990) e
em especial aos lactentes (ROMAN, 2002).

O Cd*" absorvido via alimentos ou 4gua ou inalado sob forma gasosa pode
concentrar-se em varios 6rgaos como figado, rins, sistema nervoso (SN), intestino, 0ssos,
pele e sistema reprodutor (IARC, 1993; RPA, 2000; ROMAN et al., 2002; WAALKES,
2003; WAISBERG et al., 2003).

Em se tratando do sistema nervoso central (SNC) e periférico, o Cd*" causa
prejuizos que incluem sintomas como dor de cabeca e vertigem, sintomas semelhantes ao
da doenga de Parkinson, retardo da funcao visual-motora, neuropatia periférica, diminuicao
na habilidade de concentracdo e no equilibrio (OKUDA et al., 1997; VIAENE et al., 2000).
Alguns estudos também demonstraram prejuizo nas fungdes neuropsicologicas de criangas
expostas ao Cd*" (HART et al., 1989).

A neurotoxicidade causada pela exposi¢io cronica ao Cd*" tem sido bem
demonstratada em modelos animais (VIAENE et al., 2000), entretanto estes estudos sdo
mais limitados em seres humanos. Estudos utilizando roedores expostos ao Cd**
demonstraram mudangas comportamentais e danos sobre diversas regides do SNC
(CHANDRA et al., 1985). Estudos de citotoxicidade in vitro utilizando linhagens celulares
humanas de neuroblastoma indicaram que o Cd*" pode ser mais neurotéxico que o chumbo
e aluminio (GOTTI et al., 1987). Entretanto o mecanismo da agdo citotdoxica do cd*,

permanece pouco compreendido, apesar dos varios estudos in vitro e in vivo.
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Assim, o objetivo principal deste trabalho foi determinar as acdes do Cd*" no
hipocampo, em um estagio especifico de desenvolvimento (PN14) que ¢ bastante
vulneravel ao efeito de substancias neurotoxicas (COSTA et al., 2004; NEVES et al.,
2008). Neste sentido foi avaliado a fosforilagdo das MAPKs e AKT, bem como viabilidade

celular como pardmetros de neurotoxicidade.

1.1 SINALIZACAO CELULAR

Os sinais extracelulares produzem muitos de seus efeitos fisiologicos através da
regulacdo do estado de fosforilagdo de proteinas especificas em células alvo (HUNTER,
2000). Os sistemas de fosforilagdo sdo constituidos de uma proteina cinase, uma proteina
fosfatase ¢ uma proteina aceptora de fosfato (proteinas substrato). A proteina substrato ¢é
convertida da forma defosforilada para a forma fosforilada pela proteina cinase, € o retorno
a forma defosforilada ¢ realizada pela proteina fosfatase (GREENGARD, 2001). Dentre as
proteinas cinases que regulam a sobrevivéncia e morte celular observa-se as proteinas

cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) e a proteina cinase B (PKB/AKT).

1.1.1 Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKS)

As MAPKs representam uma familia de serina-treonina cinases que medeiam a
transducdo de sinal intracelular em resposta a diversos estimulos. As MAPKs conduzem,
amplificam e integram diversas atividades, incluindo embriogénese, diferenciacao,

proliferacdo e transformacdo celular, respostas de estresse, alteragdes morfologicas e
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apoptose (Figura 1) (PARK et al., 2000; CHANG e KARIN, 2001; COWAN e STOREY,
2003).

A ativacdo das MAPKs ¢ dependente de outras cinases posicionadas anteriormente a
elas na via de sinalizagdo, chamadas cinases de MAPKs (MAPKK) (CHEN et al., 2001).
Desta forma, a fosforilacdo reversivel das MAPKs sobre um residuo de treonina e em
tirosina, conduz a sua ativagdo. Trés MAPKs tem sido bem caracterizadas: as proteinas
cinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2); as proteinas cinases c-Jun NH,-
terminal (JNK) e a proteina cinase p38 (p38™*™®) (CHEN et al., 2001; CHANG e KARIN,

2001).

Estresze oxidativo/ Fatores de crescimento
Fatores de crescimento  Fatores neurotropicos

leerem:lal;lu leermmagin Sintese de
Crescimente Crescimento citocinas

Sobrev./Apoptose Apoptose

Proliferacio celular

Figura 1. Cascata de sinalizagcdo de MAPKS.
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A cascata das ERK1/2 estd presente em todos os eucariontes € ¢ amplamente
utilizada na regulagdo celular (ROBINSON e COBB, 1997; CHANG e KARIN, 2001). As
ERK1/2 sdo primariamente ativadas por fatores de crescimento (SEGER e KREBS, 1995),
mas podem ser ativadas por diversos estimulos como citocinas, choque térmico, luz
ultravioleta, isquemia e estresse oxidativo (HUNG et al., 1998; IRVING et al., 2000; GU et
al., 2001).

O mecanismo mais conhecido de ativa¢ao de ERK ¢ através da auto fosforilagdo dos
receptores tirosina cinase (em residuos de tirosina) em resposta a neurotrofinas. Isto por sua
vez (via interagdo proteina-proteina) promove a ativagdo € o ancoramento na membrana
plasmatica de RAS (uma proteina G monomérica de 21 kDa), com posterior interacao desta
com RAF (uma proteina cinase serina-treonina de 74 kDa). Este processo promove a
ativacdo de RAF que fosforila MEK (MAPKKS), que ira fosforilar e ativar as ERK1/2. A
ativacao de ERK depende da fosforilagdo nos residuos treonina 183 e tirosina 185, sendo
que a defosforilacdo de qualquer um dos sitios por fosfatases causa inativagdo da enzima
(COBB e GOLDSMITH, 1995; CHEN, 2001).

A atividade de ERK1/2 tem sido primariamente relacionada com sobrevivéncia
celular e neuroplasticidade sinaptica, incluindo aprendizado e formagdo de memoria
dependentes do hipocampo (NORMAN et al., 2000; SWEATT, 2001; SWEATT, 2004;
THOMAS e HUGANIR, 2004).

A ativagdo da p38M*™* ¢ da JNK tem sido amplamente relacionada com a morte
celular programada (MIELKE e HERDEGEN, 2000). Entretanto, diversas evidéncias
indicam que as MAPKs de uma forma geral podem tanto exercer papéis cruciais, durante o

desenvolvimento do SNC e na neuroplasticidade como também mediarem eventos
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neurotoxicos, na dependéncia do periodo de ativacdo e da localizacdo subcelular (CHU et
al., 2004; MURPHY e BLENIS, 2006).

As JNKs sdo ativadas por fosforilagdo nos seus residuos de treonina e tirosina nas
posicdes 183 ¢ 185 na JNK1 e na JNK2, e nas posi¢des 221 e 223 na JNK3. As p38MAFK,
por sua vez, representam uma familia de quatro cinases homologas: p38a, p38f3, p38y ¢

p3890, que derivam de diferentes genes, e sdo ativadas por fosforilagdo nos residuos de
treonina 180 e tirosina 182 (MIELKE e HERDEGEN, 2000; CHEN, 2001). Tanto as JNKs

MAPK
8

quanto as p3 sdo largamente expressas em muitos tecidos, além do SNC. A alta

atividade basal no SNC esta em contradi¢io a hipotese de que a p38MAFK

atue apenas como
uma cinase ativada por estresse e envolvida na apoptose, portanto as p38“*"™ devem
também desempenhar funcdes fisiologicas (MIELKE e HERDEGEN, 2000). Alguns
estudos sugerem que essa enzima possui importante papel na regulagdo da resposta imune,
proliferacdo e diferenciagdo celular (TAKENAKA et al., 1998; MIELKE et al., 1999;
MARTIN-BLANCO, 2000). Adicionalmente, trabalhos recentes sugerem fungdes
neuroprotetoras exercidas pela p38™*** no hipocampo em pré-condicionamento isquémico
(SUN et al., 2006) e estresse hiperosmotico (NISWANDER e DOKAS, 2006).

Em relagio ao Cd*", tem-se descrito que este metal pode induzir apoptose pela via
de ERK1/2 em linhagem de células T humana (IRYO et al., 2000). Pode ativar JNK e
p38MAPK em células de linhagem hipocampal (HT4) (ROCKWELL et al., 2004), ERK1/2,
JNK e p38™*™ em células renais (HIRANO et al., 2005), em macrofagos (MISRA et al.,

2002) e em diversas linhagens celulares tumorais (CHUANG et al., 2000; GALAN et al.,

2000; CHAO e YANG, 2001; CHUANG et al., 2003; KIM et al., 2005;). Assim, varios
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membros da familia das MAPKs, dependendo do tipo celular, parecem estar diferentemente

envolvidos nas a¢des citotoxicas induzidas pelo Cd*" (LAG et al., 2005).

1.1.2 Via da Proteina Cinase B (PKB/AKT)

Em diversos tipos celulares, a ativagdo de receptores tirosina cinase por ligantes
como o fator de crescimento epidérmico (EGF), ou o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), ocasionam a autofosforilacdo do receptor na por¢ao intracelular. Assim,
levam ao recrutamento de fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) para a membrana plasmatica.
Isso ocasiona uma mudanga conformacional na cinase e com conseqiiente ativacdo, o que
favorece a sintese de 3’-fosfoinositideos. A AKT citosélica se desloca para a membrana
plasmatica ligando-se aos 3’-fosfoinositideos produzidos. A AKT associada @ membrana ¢
fosforilada sobre um residuo de treonina 308 pela PDKI1 (cinase 1 dependente de
fosfoinositideo, cuja atividade depende de lipideos de inositol fosforilados na posi¢do 3’) e
na serina 473 por uma cinase ainda indeterminada (Figura 2) (BRAZIL ¢ HEMMINGS,

2001; NERI et al., 2002).
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Figura 2. Cascata de sinalizagdo da AKT/PKB.

A Akt estd envolvida na proliferacdo, diferenciacdo e protecdo de apoptose, sintese
protéica e angiogénese (BRAZIL e HEMMINGS, 2001; KIM et al., 2004). No SNC, AKT
contribui para a sobrevivéncia celular, sendo um elemento protetor frente a diversos
insultos (MURATA et al.,, 2003; JOHNSON-FARLEY et al., 2005), além disso,
recentemente esta via tem sido implicada na modulag¢do da neuroplasticidade (VAN DER
HEIDE et al., 2005).

Em cultura de células de linhagem hipocampal (HT4) foi sugerido que o Cd*" pode
ativar a via de PI3-K e causar estresse celular (ROCKWELL et al., 2004), apontando uma

possivel implicagdo de AKT na intermediacao desse processo.
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1.2 RESPOSTAS A ESTRESSE CELULAR

Em tecidos e células neuronais ou ndo neuronais, a chamada resposta de estresse
compreende alteracdes enzimaticas e genéticas mais ou menos bem definidas apo6s o
estimulo de estresse. Esses fatores de estresse podem ser determinados por uma privagao de
fatores troficos, radiagdo ionizante, choque térmico, radicais livres, luz ultravioleta, choque
osmotico, lipopolissacarideo bacteriano, hipoxia, isquemia e metais pesados. Esses
estimulos potencialmente deletérios provocam reagdes intracelulares que levam a morte
celular ou a adaptagdes defensivas (MIELKE e HERDEGEN, 2000; KLAUNIG e
KAMENDULIS, 2004;). Sob condigdes fisioldgicas normais, as células sdo capazes de
contrabalancear a producdo de espécies reativas de oxigénio com antioxidantes. As defesas
antioxidantes celulares enddgenas sdo principalmente as enzimaticas, incluindo superéxido
dismutase, glutationa peroxidase, e catalase. Existem também as defesas ndo enzimaticas,
entre elas a mais abundante é a glutationa (GSH), o tiol de baixo peso molecular mais
abundante em células de mamiferos, que estd presente na forma reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) (KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004).

Os neurdnios podem ser especialmente suscetiveis a condi¢des pro-oxidantes por
possuirem muitas mitocondrias € um metabolismo basicamente aerobico o que facilita a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MONROE e HALVORSEN, 2006). O
estresse oxidativo afeta numerosos componentes celulares, 8 medida que oxida o DNA,
lipidios, e proteinas, (STOHS ¢ BAGCHI, 1995; KLAUNIG ¢ KAMENDULIS, 2004;

ROCKWELL et al., 2004;), bem como altera a expressao de genes através da ativacio de
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vias de sinalizacao sensiveis as ERO. Todos estes mecanismos podem alterar a estrutura e
funcdo celular causando citotoxicidade (KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004;
ROCKWELL et al., 2004).

Cabe salientar que o aumento do estresse oxidativo ¢ um achado proeminente em
muitas desordens neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson e
esclerose amiotrofica lateral (EAL) (FALNOGA et al, 2000; KLAUNIG e
KAMENDULIS, 2004; ROCKWELL et al., 2004; MONROE ¢ HALVORSEN, 2006;
LOPEZ et al., 20006).

Um efeito importante do Cd*", tanto in vivo quanto in vitro, é a geracio de estresse
oxidativo nas cé€lulas (STOHS e BAGCHI, 1995; WANG et al., 2004). O Cd*" é um metal
de transi¢do que, preferencialmente, mantém-se em um estado oxidado 2+ e ndo ¢ capaz de
participar de reacdes redox classicas como a reacdo de Fenton (STOHS e BAGCHI, 1995;
WAALKES, 2003). Entretanto, o Cd*" do mesmo modo que outros metais pesados, como o
mercurio, ¢ capaz de gerar ERO através da inibi¢do da cadeia de transporte de elétrons nas
mitocondrias (STOHS e BAGCHI, 1995; WAALKES, 2003).

Outro aspecto que também tem sido mostrado é a capacidade de ligacdo do Cd*" ao
DNA, porém de uma maneira fraca, ndo sendo este, aparentemente, 0 mecanismo primario
de sua agdo citotdxica e carcinogénica (WAALKES, 2003). Apesar disso, ele é capaz de
induzir diversos genes, incluindo: genes de expressdo imediata, como c-fos e c-jun, bem
como genes de metalotioneinas e de proteinas de choque térmico (HSPs) (WAISBERG et
al., 2003). Além disso, o Cd*" interfere na transdugdo de sinal intracelular em multiplos

niveis, alterando o metabolismo de segundos mensageiros, como da guanosina monofosfato
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ciclico (GMPc) por inibicdo da fosfodiesterase, ou aumentar os niveis de Ca®" intracelular

via inositol trifosfato (IP3) (WATIJEN et al., 2002).

1.3 JUSTIFICATIVA

O Cd*" ¢ um importante poluente ambiental e a exposicio a este metal pesado pode
causar importantes efeitos sobre o SNC. Sabe-se que as agdes de metais podem ocorrer de
forma sutil, alterando processos moleculares fundamentais que regulam a neuroplasticidade
e o proprio desenvolvimento normal do SNC (COSTA et al., 2004). Apesar disso, poucos
estudos tém sido direcionados para determinar as agdes celulares e moleculares deste metal
sobre este tecido (MONROE e HALVORSEN, 2006; LOPEZ et al., 2006). Os poucos
estudos existentes utilizam principalmente cultura primaria ou linhagens celulares
(WATIJEN et al., 2002; LOPEZ et al., 2006;). Nosso grupo tem utilizado o modelo de fatias
hipocampais no estudo da a¢do molecular de metais pesados como o chumbo (CORDOVA
et al., 2004). A importancia deste modelo estd na preservacdo da matrix extracelular,
conectividade neural e inter-relagdo celular (neuroglial) do SNC, mostrando ser um modelo
bastante apropriado para o estudo dos eventos agudos relacionados a citotoxicidade,
respostas de estresse e a modulacdo dos diversos componentes das vias de transdugdo de
sinal, especialmente proteinas cinases ¢ fosfatases (RODNIGHT et al., 1988; LEAL eta al.,
1997; GONG et al., 2001; CORDOVA et al., 2004). O hipocampo tem sido o sistema
experimental mais utilizado para estudos de plasticidade sinaptica e permite que agentes,
como os metais pesados, sejam rapidamente adicionados e/ou removidos do meio (NEVES

et al., 2008). Estudos anteriores em nosso grupo indicam que o Cd*" pode diminuir a
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viabilidade de fatias hipocampais e ativar p38™*P* ¢ ERK1/2 (CORDOVA, 2002). Apesar
disso, ndo foi determinado o tipo de morte celular ocasionado pelo metal e sua relagdo com
a ativagio destas vias. Da mesma forma ndo foi determinado a modulagdo pelo Cd*" de

outras vias de sinalizacdo importantes na regulacdo de viabilidade e de neuroplasticidade

como JNK e PI3K/AKT.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral investigar as agdes in vitro do Cd*" na
modulagdo de vias de sinalizagdo celular envolvidas em neuroplasticidade e
morte/sobrevivéncia celular bem como caracterizar as agdes do metal sobre a viabilidade
celular e parametros anti e pré-oxidantes em fatias hipocampais de ratos jovens (13 - 14

dias de idade).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar a a¢io do Cd*" sobre a viabilidade e integridade celular em fatias
hipocampais de ratos de 13-14 dias de idade, utilizando diferentes métodos de analise
de viabilidade celular (MTT, LDH, iodeto de propidio);

v' Determinar os niveis totais de glutationa nas fatias hipocampais expostas in vitro ao
Cd™".

v' Determinar o efeito de compostos anti-oxidantes, como a glutationa e a glutationa
monoetil ester, sobre a viabilidade celular de fatias hipocampais tratadas com cd™;

v’ Caracterizar as a¢des do Cd*", em fatias hipocampais de ratos jovens, sobre os niveis de

fosforilagdo de MAPKs (ERK1/2, p38™*™ e INK) bem como de fosforilagdo proteica
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em residuos de tirosina (parametro geral de fosfotirosina) e sobre a fosforilagdo de
AKT;
v" Determinar o envolvimento das vias de sinalizagdo dependentes de ERK1/2 e p38™4*X,

na modulacdo da viabilidade pelo emprego de inibidores seletivos de proteinas cinases;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos imaturos (13-14 dias de idade) da linhagem Wistar
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais
foram mantidos, com ciclo claro-escuro de 12 h e temperatura de 22 °C + 1, no Biotério
Central junto com as mades, recebendo agua e comida ad libitum. Os animais foram
encaminhados do biotério diretamente para o Laboratorio, onde foram imediatamente
manipulados e sacrificados de acordo com o codigo de ética de utilizagdo de animais para
pesquisa, conforme protocolo aprovado na CEUA (054/CEUA; Processo No.

23080.015493/2006-39).

3.2 MATERIAIS

Os anticorpos anti-fosfo-p38M*™* (dilui¢do 1:1.000), anti-fosfo-JNK1/2 (diluicdo
1:1.000) foram comprados da Calbiochem®. SB203580, SB202474, PD98059, anticorpo
anti-p38M*™*_total (diluicdo 1:10.000), anti-fosfo-ERK1/2 (diluigio 1:10.000) e anti-
ERK1/2-total (diluicdo 1:40.000), Reagente de Folin, Glicose ¢ MTT foram obtidos da
Sigma®. O anticorpo anti-fosfo°™8**"*_AKT e anti-AKT-total foram comprados da Cell
Signaling Techology”. O cloreto de cadmio, iodeto de propidio, cloreto de calcio,

hidroxido de sédio, sulfato de magnésio foram obtidos da MERK®. HEPES, albumina
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sérica bovina (BSA), Tris, Triton X-100, MTT, B-mercaptoetanol, SDS, acrilamida, bis-
acrilamida, nitrocelulose Hybond® (ECL), anticorpos secundarios (dilui¢do 1:4.000) (anti-
IgG de coelho e camundongo) conjugados a peroxidase, kit ECL, TEMED e glicina foram
obtidos da Amersham Pharmacia Biotech®. O 4cido acético, metanol, EDTA e cloreto de

s6dio foram obtidos da Nuclear®.

3.3 PREPARO DE FATIAS HIPOCAMPAIS

Os animais foram mortos por decapitagdo utilizando uma tesoura e os cérebros
retirados a 4 °C sobre uma placa de Petri invertida, recoberta com papel filtro umedecido
com tampao Hepes-Salina (124 mM de NaCl, 4 mM de KCl, 1,2 mM de MgSQOy, 25 mM de
Hepes, 12 mM de glicose € 1 mM de CaCl,, pH 7,4) previamente oxigenado por 30 min. Os
hipocampos foram dissecados e a seguir fatiados, na espessura de 400 um, utilizando um
fatiador de tecidos de Mcllwain. Entdo, as fatias foram transferidas para um recipiente com
fundo escuro contendo tampdo Hepes-salina refrigerado, onde foram separadas e
selecionadas com o auxilio de pincéis. As fatias selecionadas foram entdo submetidas

individualmente aos diferentes tratamentos em pogos de placas de elisa.

3.4 TRATAMENTO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS

As fatias foram pré-incubadas por um periodo de 30 min com tampao Hepes-Salina.

A seguir o tampdo foi removido e substituido com tampdo controle ou contendo Cd** (5—
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200 pM) por periodo de incubacdo de 1-3 h. A modulacdo das vias de p38™*™® ¢ ERK1/2 ¢
seus papéis nos efeitos do Cd*" foram estudados adicionando SB203580 (um inibidor
seletivo de p38M*™%) ou SB202474 (analogo inativo) e PD98059 (inibidor seletivo de
MEK) durante o periodo de pré-incubacao e incubagdo. O efeito da GSH na modulagdo da
viabilidade celular foi analisado pela adicdo da forma permedvel (GSH-monoetilester)
durante apenas os 30 min de pré-incubacgao e da GSH nao permeavel (GSH) apenas durante

o periodo de tratamento (3 h).

3.5 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada por trés pardmetros diferentes: avaliacdo da
atividade de desidrogenases mitocondriais (medida de reducdo do MTT), dosagem da
atividade da enzima citosoélica lactato desidrogenase liberada pela fatia, e através da medida

de incorporacao celular do iodeto de propidio.

3.5.1 Avaliagéo da Redugdo do MTT

Apds os respectivos tratamentos com cadmio, as fatias hipocampais foram
incubadas com MTT (0,5 mg/mL em tampdo Hepes-salina) por 30 min a 37 °C. O MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) ¢ um sal de tetrazolio soluvel
em agua, o qual é convertido em um formazam purpura ap6s clivagem do anel de tetrazolio

por desidrogenases mitocondriais (LIU et al., 1997). O formazam ¢ solubilizado com a
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adicdo de dimetil sulféxido (DMSO) formando um composto colorido cuja densidade
optica ¢ medida em leitor de ELISA (A = 540 nm). A atividade mitocondrial (viabilidade
celular) ¢ proporcional a capacidade redutora sobre o MTT e, portanto, producdo de

cromogeno.

3.5.2 Avaliagéo de Lactato Desidrogenase liberado (LDH)

A avaliacdo de LDH ¢ uma medida baseada na liberacdo da enzima lactato
desidrogenase no meio extracelular, pela perda de integridade da membrana celular e foi
realizada com o uso de kit colorimétrico DOLES®. Apods o tratamento das fatias, o
sobrenadante foi coletado e sobre a fatia foi adicionado o mesmo volume de Triton 10%
para completa dissolu¢do da mesma. A LDH foi determinada no sobrenadante, que
representou a quantidade de LDH liberado, e no lisado celular, que representou a
quantidade de LDH restante nas fatias. A dosagem ¢ baseada na conversdo do lactato em
piruvato, pela presenga da enzima LDH, com reducdo de NAD. A formacdo de NADH foi
verificada através de um método colorimétrico, onde a absorbancia foi lida em
espectrofotometro (A = 510 nm), sendo que a cor era estavel por 30 min. A liberagcdo de

LDH para o sobrenadante foi expressa como percentual do total.

3.5.3 Incorporagéo de lodeto de Propidio (IP)

A avaliag¢do da morte celular pela incorporacdo de IP ¢ baseada no fato deste corante

ser um corante vital, ou seja, impermedvel em células cuja membrana celular encontra-se
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intacta. Entretanto, quando a integridade da membrana estd comprometida, o IP consegue
acessar o nucleo e se complexar ao DNA que se torna fluorescente (BRANA et al., 2002).
O IP, na concentragdo de 5 uM, foi adicionado as fatias hipocampais nos ultimos 15 min de
tratamento com o Cd”". As fotos foram obtidas em microscopio de fluorescéncia utilizando

filtro de rodamina (488 nm/515 nm) logo apds o término dos tratamentos.

3.6 MENSURAGAO DOS NiVEIS DE GLUTATIONA TOTAL (GSH+oraL)

Apbés a incubacdo de 3 h, cinco fatias de um mesmo tratamento foram
homogeneizadas em 500 pL de tampao fosfato de potassio (TFK) 20 mM (pH 7,0). Do
homogenato foram retirados 10 pL para a dosagem de proteina. A seguir, foi adicionado
100 pL de acido tricloroacético 50% sobre o homogenato e a amostra foi centrifugada por 2
min a 13.000 rpm. Entdo, 500 pL do sobrenadante foi misturado com 500 pL. de TFK 1 M,
para assim promover a neutralizacdo da amostra.

O método utilizado ¢ enzimatico e foi originalmente descrito por Tietze (1969), e
posteriormente modificado por Akerboom e Sies (1981). Este método € ciclico e detecta
tanto GSSG como GSH, definido como glutationa total (GSHrorar). As leituras foram
feitas em espectrofotometro a 412 nm, contendo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 0,2
U/mL de GR, 0,1 mM DTNB, 1 mM EDTA ¢ 0,2 mM NADPH. A concentracdo de
glutationa foi obtida através da realizagdo de uma curva padrdo com concentragdes

conhecidas de GSSG. Os valores sdo expressos em pwmol/mg de proteina.
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3.7 SEPARACAO DE PROTEINAS

As fatias hipocampais foram colocadas individualmente em tampao de amostra (4%
SDS, 50 mM de Tris, 2 mM de EDTA e 8% de B-mercaptoetanol, pH 6,8) e aquecidas por
5 min para permitir a solubilizacdo do tecido. Foi utilizado 100 pL de tampao de amostra
por fatia. Em seguida foi adicionada a solucao de dilui¢do de amostra (40% de glicerol, 50
mM de Tris e Bromofenol Blue; pH 6,8) numa propor¢ao de diluigdo/solugdo de amostra de
25:100 (v/v).

As proteinas (70 pg/poco) foram separadas pelo sistema de eletroforese em mini-gel
Amersham Pharmacia Biotech®, utilizando gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE) sendo o gel de separacdo 10% [10% de Acrilamida/Bis-acrilamida (37,5:1 p/p), 375
mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,06% de TEMED e 0,036% de persulfato de amonia; pH 8,8] e
o gel de entrada 4% [4% de Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1 p/p), 125 mM de Tris, 0,1%
de SDS, 0,05% de TEMED e 0,1% de persulfato de amdnia; pH 6,8] (Cordova et al., 2004;
Leal et al., 2002). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 20 mA por placa e
voltagem méaxima de 140 V durante aproximadamente trés horas de corrida, em
temperatura ambiente, utilizando tampao superior (190 mM de glicina, 25 mM de Tris e
0,1% de SDS) e inferior (50 mM de Tris; pH 8,3). Apds a corrida, os géis foram

submetidos a eletrotransferéncia (Figura 3).
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3.8 ELETROTRANSFERENCIA

Apos a eletroforese o gel foi equilibrado com tampao de equilibragdo (25 mM de
Tris, 190 mM de glicina, 5% de metanol e 0,1% de SDS) por 30 min. As proteinas foram
transferidas do gel para a membrana de nitrocelulose AMERSHAM® utilizando o sistema
semi-dry modelo TE70 com tampao de transferéncia (25 mM de Tris, 190 mM de glicina,
5% de metanol) com uma corrente de 1,2 mA/cm® durante 1,5 h (Figura 3). Apos a
eletrotransferéncia, para controle da eficiéncia do processo de transferéncia os géis foram
corados com solucdo de Comassie Blue [Comassie blue R-250 0,1% (p/v), metanol 50%
(v/v), acido acético 7% (v/v)]. As membranas foram coradas com solugdo de Ponceau

[Ponceau 0,5% (p/v) em acido acético 1% (v/v)].

% YwwdUUUUUU

Blotting Paper

Eletroforese Eletrotransferéncia

Figura 3. llustracéo representativa dos sistemas de eletroforese e eletrotransferéncia.
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3.9 IMUNODETECCAO

As proteinas de interesse foram identificadas e quantificadas através de
immunoblotting (LEAL et al., 2002; CORDOVA et al., 2004). Foram utilizados anticorpos
especificos contra a proteina total (para avaliar conteudo) e também contra as formas
fosforiladas de AKT, p38™**% ERKI1/2 e JNK. A detecgio foi realizada utilizando
anticorpos secundarios ligados a peroxidase (Anti-coelho ou anti-camundongo IgG-HRP-

conjugada). A revelacdo dos imunoblottings foi realizada através de ECL.
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Peroxidase
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Anticorpo Primario

| Nitrocelulose

Figura 4. llustracdo representativa do sistema de imunodeteccdo, através de
quimioluminescéncia, de um polipeptidio utilizando anticorpo especifico.
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3.10 DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas foram dosadas através do método de Peterson (1977). A leitura foi
realizada em 750 nm e as concentracdes foram obtidas através de uma curva-padriao

utilizando albumina de soro bovino (BSA).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo representados como a média + erro padrdo da média (EPM). Os
niveis de fosforliacdo de proteina foram acessados pela quantificacdo das bandas através do
software Scion Image”. As diferencas significativas foram obtidas através de ANOVA de
uma ou duas vias, seguida do teste de Duncan, quando pertinente. Os resultados foram

considerados significativos quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE FATIAS HIPOCAMPAIS DE RATOS
IMATUROS SUBMETIDAS A DIFERENTES TEMPOS DE INCUBAGCAO E

CONCENTRACOES DE CADMIO

4.1.1 Avaliacédo da reducéo do MTT

As fatias de ratos imaturos (13-14 dias) foram incubadas com Cd** em
concentragdes de 5, 10, 50, 100 e 200 uM por periodos de 1, 2 e 3 h. Para controle as fatias
foram incubadas apenas com tampao HEPES-salina. A viabilidade celular, capacidade
redutora sobre o MTT, foi expressa em percentagem do controle (considerado 100%). Os
resultados demonstraram que o tratamento com Cd*" diminuiu a viabilidade celular em
fatias hipocampais. Apds 1 h de incubagdo (Figura 5A), a viabilidade foi diminuida em
aproximadamente 20% na concentracao de 50 uM de Cd** e em 25% nas concentracdes de
100 pM e 200 uM. Apés 2 h de incubagdo com o Cd*", as concentragdes de 10 uM, 50 uM,
100 uM e 200 puM provocaram uma redug@o na viabilidade celular de aproximadamente
10%, 20%, 25% e 50%, respectivamente (Figura 5B). Apds 3 h de incubagdo, a redugdo na
viabilidade celular medida pelo MTT passou a ser evidenciada na concentracdo de 5 uM,
com uma reducdo de 10%, semelhante a concentragdo de 10 uM, neste periodo. Entretanto,
nas concentracoes 50 uM, 100 uM e 200 uM este declinio foi acentuado, de

aproximadamente 30%, 35% e 55% respectivamente (Figura 5C).
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Figura 5. Efeito do Cd?* sobre a reducdo do MTT em fatias de hipocampo de ratos
imaturos. Fatias de hipocampo foram pré-incubada por 30 min com tampao HEPES-salina,
seguido de incubagdo com tampao HEPES (controle) ou tampao contendo Cd*" (5-200 pM)
por periodos de 1 h (A), 2 h (B) e 3 h (C). Os valores estdo expressos como percentagem do
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os resultados representam as médias =+
E.P.M. dos experimentos. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Duncan. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado com o
grupo controle.
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4.1.2 Avaliacéo da liberacédo de LDH

A liberagdo de LDH ¢ um pardmetro que demonstra uma permeabilizacdo na
membrana celular, com perda de conteudo citosélico. Para avaliar esta liberagdo, fatias de
ratos imaturos foram incubadas com Cd*" em concentragdes de 5, 10, 50, 100 e 200 uM por
um periodo de 3 h. Para controle as fatias foram incubadas apenas com tampao HEPES-
salina. O tratamento com o metal ndo alterou a quantidade de LDH liberada pelas fatias

hipocampais (figura 6).
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Figura 6. Efeito do Cd*" sobre a liberagdo de LDH em fatias de hipocampo de ratos
imaturos. Fatias de hipocampo foram pré-incubada por 30 min com tampao HEPES-salina,
seguido de incubagdo com tampio HEPES (controle) ou tamp3o contendo Cd** (5-200 M)
por 3 h. Os resultados representam percentagem do total de LDH. Os valores representam
as médias das percentagens + E.P.M. de 5 experimentos.
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4.1.3 Avaliacdo da incorporacéo de lodeto de Propidio (IP)

O IP ¢ uma substancia capaz de se complexar ao DNA, entretanto ele s6 consegue
acessar o nucleo quando as células apresentam suas membranas plasmaticas
permeabilizadas. Para demonstrar, por outra metodologia, a possivel permeabilizagdo da
membrana celular pela exposicdo ao metal. AS fatias hipocampais de ratos jovens foram
tratadas com Cd*" 200 pM ou tampido HEPES-salina (controle), por 3 h. As fatias tratadas
apresentaram um mesmo padrdo de incorporacdo de I[P que as fatias controles,
corroborando assim com os resultados encontrados para a liberagdo da LDH neste mesmo
protocolo de 3 h de incubacgdo, indicando que a integridade da membrana celular foi

preservada.

Figura 7. Efeito do Cd*" na incorporacdo de IP por fatias hipocampais de ratos
imaturos. O IP, na concentragdo de 5 uM, foi adicionado as fatias nos 15 min finais do
tratamento de 3 h com tamp3o HEPES-salina (controle) ou com Cd*" (200 uM). Fotos
foram obtidas com microscopio de fluorescéncia utilizando filtro de rodamina (488 nm/515
nm) logo ap6s o termino do tratamento. Imagem representativa de 3 experimentos.
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4.2 AVALIACAO DA ACAO DA GLUTATIONA SOBRE A VIABILIDADE CELULAR EM

FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CADMIO

As fatias hipocampais de ratos imaturos foram mantidas em tampao HEPES-salina
(controle) ou tampdo contendo Cd** 200 UM na presenca ou auséncia de concentragdes
crescentes de GSH (1-3 mM), por 3 h. A presenga de GSH (1-3 mM) reverteu parcialmente
(aproximadamente 20%) a queda de viabilidade celular induzida pelo metal (Figura 8). A

GSH isoladamente nao alterou a viabilidade das fatias hipocampais.
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Figura 8. Acdo da GSH sobre o efeito do Cd** na reducdo do MTT em fatias de
hipocampo de ratos imaturos. As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min
com tampao HEPES seguida de 3 h de incubagdo com Tampao Hepes-salina (controle) na
presenca ou auséncia das diferentes concentracdoes de GSH (1-3 mM) e na presenga ou
auséncia de Cd*" 200 pM. Os valores estio expressos como percentagens relativas ao
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os resultados representam as médias =+
E.P.M. de 4 experimentos. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Duncan. ***P<0,001 quando comparado com o grupo controle; a
P<0,01 ¢ b P<0,001 quando comparado com o grupo Cd*".
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4.3 AVALIAGAO DA AGAO DA GLUTATIONA-MONOETILESTER (GSH-ME) SOBRE A

VIABILIDADE CELULAR EM FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CADMIO

As fatias hipocampais de ratos imaturos foram pré-incubadas por 30 min com
concentragdes crescentes de GSH-me (1-3 mM), forma permedavel da glutationa, ou apenas
tampao HEPES-salina (controle). Apds esta pré-incubagdo, as fatias foram submetidas ao
tratamento com Cd*" 200 uM ou tampao HEPES-salina (controle), por 3 h. Apesar da pré-
incubagao com GSH-me (2-3 mM) ser suficiente para triplicar o conteudo total de GSH
intracelular (Figura 9A), este pré-tratamento ndo foi capaz de prevenir o efeito citotoxico

induzido pelo Cd*" (Figura9B).
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Figura 9. Acdo da GSH-me sobre o efeito do Cd** na reducdo do MTT em fatias de
ratos imaturos. (A) Dosagem do contetido total de GSH apods pré-incubagdo de 30 min
com GSH-me. (B) As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com GSH-me
(1-3 mM) ou Tampao HEPES-salina, seguida por incubacdo de 3 h com tampao HEPES
(controle) e/ou Cd*" 200 uM. Os valores estio expressos como percentagens relativas ao
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as médias = E.P.M.
de 3 experimentos A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Duncan. ***P<(,001 quando comparado com o grupo controle.



47

4.4 DETERMINACAO DOS NIVEIS TOTAIS DE GLUTATIONA (GSHtoTAL) DAS FATIAS

HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CADMIO

Como o pré-tratamento com a GSH-me ndo foi capaz de reverter os efeitos
citotoxicos do Cd*", optou-se por determinar os niveis de glutationa total (GSHi) ap6s o
tratamento com metal. As fatias hipocampais foram tratadas por 3 h com concentragdes
crescentes de Cd** (5, 10, 50, 100 e 200 uM). Os resultados mostraram que o tratamento
com metal ndo causa alteragdes significativas nos niveis de GSH;q, das fatias hipocampais

de ratos imaturos (Figura 10).

0 5 10 50 100 200
Cd?* uM

GSH-ta (nmol de GSH/mg de proteina)

Figura 10. Efeito do Cd*" sobre os niveis totais de glutationa (GSHrow) em fatias de
ratos imaturos. As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com Tampao
HEPES-salina, seguida por incubagdo de 3 h com tampio HEPES (controle) e/ou Cd*™ (5-
200 uM). O contetido de GSH ¢ expresso em nmol de GSH/mg de proteina. Os valores
representam as médias + E.P.M. de 3 experimentos.
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4.5 AVALIACAO DOS NIVEIS DE FOSFORILACAO DE RESIDUOS DE TIROSINA DAS

FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CADMIO

Nos examinamos o contetido total de fosforilagao protéica em residuos de tirosina,
como um parametro geral da modulagdo da sinalizag¢do celular dependente da fosforilagao
de tirosina. As fatias hipocampais de ratos de 14 dias de idade (PN14) foram tratadas por 3
h com Cd*" (5-200 uM). O tratamento aumentou significativamente os niveis de
fosforilacdo geral dos residuos de tirosina das proteinas em cerca de 10% nas concentragdes
de 100 uM e 200 uM (Figura 11 A e B), quando comparadas com o controle HEPES-

salina.
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Figura 11. Efeito do Cd*" sobre a fosforilacdo protéica em residuos de tirosina em
fatias de hipocampo de ratos imaturos incubadas por 3 h. Fatias hipocampais foram
pré-incubadas com tampao HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em
tampio HEPES-salina por 3 h na auséncia (controle) ou presenca de Cd*" (5-200 pM). A
fosforilacdo dos residuos de tirosina foram detectados e as reagdes foram desenvolvidas por
ECL. (A) Western blot representativo dos niveis gerais de fosforilagdo em residuos de
tirosina ap6s 3 h de exposi¢do ao Cd*". (B) Quantificagdo da fosforilagdo protéica geral
sobre residuos de tirosina. A fosforilagdo foi quantificada por analise densitométrica do
conjunto de bandas imunoreativas. Os dados estdo expressos como percentagem do
controle (considerado 100%:; linha tracejada). Os valores representam as médias = E.P.M.
de 5 experimentos. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Duncan. *P<0,05 quando comparado com o grupo controle.
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4.6 DETERMINACAO DA MODULACAO DAS MAPKS PELO CADMIO

Fatias hipocampais de ratos imaturos PN14 foram pré-incubadas por 30 min com
tampao HEPES-salina, seguida por incubagdo de 3 h no mesmo tampdo em auséncia
(controle) ou presenga de Cd** (5-200 uM).

O tratamento com Cd*" aumentou significativamente o nivel de fosforilagio de

8MAPK em todas as concentragdes utilizadas (Figura 12 A e B). O mesmo tratamento

p3
aumentou significativamente a fosforilacdio da ERK1 em torno de 120% e 130% nas
concetragdes 100 uM e 200 uM, respectivamente e de ERK2 em aproximadamente 160%
pelo tratamento com Cd** 200 uM (Figura 13 A e B). Apesar destes efeitos sobre p38™4FT«

e ERK1/2 ndo foi observado alteracdo nos niveis de fosforilagdo de JNK1/2 (Figura 14 A e

B).
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Figura 12. Efeito do Cd** sobre a fosforilacdo de p38M*P¥ em fatias de hipocampo de
ratos imaturos incubadas por 3 h. Fatias hipocampais foram pré-incubadas com tampao
HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampao HEPES-salina por 3 h
na auséncia (controle) ou presenga de Cd*" (5-200 uM). A fosforilagdo e o contetido total
de p38MATX foram detectados por Western blotting. (A) Western blot representativo da
estimulagdo da fosforilacdo da p38™FX apés 3 h de exposi¢do ao Cd*". (B) Quantificacio
da fosforilagio da p38™*F* apés 3 h de incubagio com Cd*". A fosforilagdo foi quantificada
por andlise densitométrica das bandas imunoreativas. Os dados estdo expressos como
percentagem do controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as
médias + E.P.M. de 7 experimentos. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Duncan. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado com o grupo
controle.
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Figura 13. Efeito do Cd** sobre a fosforilacdo de ERK1/2 em fatias de hipocampo de
ratos imaturos incubadas por 3 h. Fatias hipocampais foram pré-incubadas com tampao
HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampao HEPES-salina por 3 h
na auséncia (controle) ou presenga de Cd** (5-200 pM). A fosforilagdo e o conteudo total
de ERK1/2 foram detectados por Western blotting. (A) Western blot representativo da
estimulagdo da fosforilagdo de ERK1/2 apés 3 h de exposigdo ao Cd*". (B) Quantificagio
da fosforilagdo da ERK1/2 ap6s 3 h de incubagdao com Cd*". A fosforilacdo foi quantificada
por andlise densitométrica das bandas imunoreativas. Os dados estdo expressos como
percentagem do controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as
médias + E.P.M. de 6-10 experimentos. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Duncan. *P<0,05 ¢ **P<0,01 quando comparado com o
grupo controle.
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Figura 14. Efeito do Cd?** sobre a fosforilacdo de JNK1/2 em fatias de hipocampo de
ratos imaturos incubadas por 3 h. Fatias hipocampais foram pré-incubadas com tampao
HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampao HEPES-salina por 3 h
na auséncia (controle) ou presenca de Cd*" (5-200 uM). A fosforilagdo e o contetido total
de JNK1/2 foram detectados por Western blotting. (A) Western blot representativo da
estimulagdo da fosforilacdo da JNK1/2 apos 3 h de exposi¢ao ao cd*. (B) Quantificagdo da
fosforilagio da JNK1/2 apos 3 h de incubagdo com Cd**. A fosforilagdo foi quantificada
por andlise densitométrica das bandas imunoreativas. Os dados estdo expressos como
percentagem do controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as

médias = E.P.M. de 6-10 experimentos.
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4.7 INVESTIGACAO DA MODULACAO DA FOSFORILACAO DA AKT/PKB PELO

CADMIO

Fatias hipocampais de ratos imaturos foram pré-incubadas por 30 min com tampao
HEPES-salina, seguida por incubacao de 3 h com o mesmo meio em auséncia (controle) ou
presenca de Cd*" (5-200 uM) ou tampdo HEPES-salina (controle). Os resultados
demonstraram que o Cd*" ndo foi capaz de modular a fosforilagdo da AKT/PKB na faixa de

concentragdo testada (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do Cd*" sobre a fosforilacdo de AKT/PKB em fatias de hipocampo
de ratos imaturos incubadas por 3 h. Fatias hipocampais foram pré-incubadas com
tampao HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampao HEPES-salina
por 3 h na auséncia (controle) ou presenca de Cd*" (5-200 uM). A fosforilagdo (sobre
Serina-473) e o contetdo total de AKT/PKB foram detectados por Western blotting.. (A)
Western blotting representativo da estimulacao da fosforilagdo da AKT/PKB apos 3 h de
exposicao ao Cd*". (B) Quantificagio da fosforilagio da AKT/PKB apos 3 h de incubagdo
com Cd**. A fosforilagio foi quantificada por analise densitométrica das bandas
imunoreativas. Os dados estdo expressos como percentagem do controle (considerado
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100%; linha tracejada). Os valores representam as médias + E.P.M. de 4 experimentos.



56

4.8 AVALIACAO DA ACAO DE PD98059 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR EM

FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CADMIO

Para investigar o envolvimento da ativacio de ERK1/2 pelo Cd*" e a reducio da
viabilidade celular (medida pelo MTT) das fatias hipocampais, foi utilizado o PD98059,
inibidor seletivo de MEK, a proteina cinase que fosforila especificamente ERK1/2.

Fatias hipocampais de ratos imaturos foram pré-incubadas por 30 min com
PD98059 (50 uM), seguida por incubagdo durante 3 h na auséncia ou presenca de Cd*"
(100 uM e 200 uM) e presenca ou auséncia de PD98059 (50 uM). Para controle, as fatias
foram mantidas em tampao HEPES-salina por 3 h.

Estes resultados evidenciam que o PD98059 (50 uM) ¢ capaz de inibir a
fosforilagdio da ERK1/2 Cd*"-estimulada (Figura 16A). Entretanto, nio foi capaz de
modificar o efeito neurotdxico agudo (medida pelo teste do MTT) provocado pelo Cd*" 100
uM e 200 uM (3h), sugerindo um ndo envolvimento de ERK1/2 neste efeito em particular

(Figura 16B).
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Figura 16. Efeito do PD98059 sobre a viabilidade celular e a fosforilacdo de ERK1/2
de fatias hipocampais de ratos imaturos tratadas com Cd** por 3 h. (A) Western
Blotting representativo mostrando a inibi¢do, pelo inibidor de MEK (PD98059), da
fosforilagdo de ERK1/2 induzida pelo Cd*". As fatias hipocampais foram pré-incubada por
30 min com tampao HEPES ou PD98059 (50 uM), com posterior incubagdo por 3 h na
presenca ou auséncia de PD98059 (50 pM) e na presenca ou auséncia de Cd*™ (200 pM)
(n=3). (B) Agdo do PD98059 sobre os efeitos do Cd*" na redugdo do MTT. As fatias de
hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com tampdo HEPES-salina na auséncia
(controle) ou presenca do PD98059 (50 uM). A seguir foram incubadas por 3 horas na
presenca ou auséncia de Cd*" 100 pM e 200 uM e na presenca ou auséncia de PD98059 (50
uM). Os valores estdo expressos como percentagens relativas ao controle (considerado
100%; linha tracejada). Os valores representam as médias + E.P.M. de 3 experimentos A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan
*#*P<0,001 quando comparado com o grupo controle.
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4.9 AVALIACAO DA ACAO DO SB203580 E DO SB202474 SOBRE A VIABILIDADE

CELULAR EM FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CADMIO

A fim de investigar uma possivel correlacio entre os efeitos do Cd*" na viabilidade
celular (medida pelo MTT) e a ativacio de p38MAFX as fatias hipocampais de ratos
imaturos foram pré-incubadas por 30 min com SB203580 (10 uM; inibidor seletivo de
p38MAPKY ou SB202474 (10 pM; analogo inativo do SB203580), seguido pelo tratamento
de 3 h com o Cd*" (5-200 uM). Para controle, as fatias foram mantidas em tampdo HEPES-
salina e somente o inibidor, sem o tratamento com o metal.

Os resultados indicaram que o SB203580, mas ndo o SB202474, foi efetivo em
inibir a fosforilagdo de p38™*™™ em fatias hipocampais de ratos imaturos (Figura 17A).
Adicionalmente, foi demonstrado que o SB203580 tornou as fatias hipocampais mais
suscetiveis a citotoxicidade induzida pelo Cd*", enquanto que o seu analogo inativo
(SB202474) ndo foi capaz de promover este mesmo efeito sobre as fatias (Figura 17B).
Estes resultados sugerem que neste modelo de injiria, a p38"**® estaria exercendo um

possivel papel citoprotetor frente a agdo do Cd*" sobre a viabilidade das fatias hipocampais.
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Figura 17. Efeito do SB203580 sobre a viabilidade celular e a fosforilacdo da p38™APK

em fatias hipocampais de ratos imaturos tratadas com Cd®* por 3 h. (A) Western Blot
representativo da inibigdo da fosforilagio induzida pelo Cd*" da p38™*™* pelo seu inibidor
especifico, SB203580. As fatias hipocampais foram pré-incubadas por 30 min com tampao
ou tampao contendo SB202474 ou SB203580 (10 uM), com posterior incubagdo por 3 h na
presenca ou auséncia de SB202474 ou SB203580 (10 uM) e na presenca ou auséncia de
Cd*" (200 uM) (n=3). (B) Acdo do SB203580 sobre os efeitos do Cd*" na redugio do MTT.
As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com tampao HEPES-salina na
auséncia (controle) ou presenca de SB202474 ou SB203580 (10 uM). A seguir foram co-
incubadas por 3 h na presenca ou auséncia de Cd** (5-200 pM). Os valores estio expressos
como percentagens relativas ao controle (considerado 100%). Os valores representam as
médias = E.P.M. de 6-10 experimentos. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Duncan. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparados entre
si.
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5 DISCUSSAO

O sistema nervoso central em desenvolvimento ¢ mais vulneravel a substancias
toxicas, devido a auséncia de uma barreira hemato-encefalica funcional e a intensa
proliferacdo celular, diferenciacdo e sinaptogénese que ocorre durante a gestacdo e no
periodo poés-natal em mamiferos (CHANDRA et al., 1985; GOYER, 1990; MOREIRA et
al., 2001; GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006). Além disso, muito dos efeitos destes
insultos toxicos, durante estes periodos criticos do desenvolvimento, podem se manifestar
apenas na vida adulta (BASHA et al., 2005; GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006).

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi determinar as ag¢des do Cd** no
hipocampo, em um estdgio especifico de desenvolvimento (PN14) que ¢ bastante
vulneravel ao efeito de substancias neurotoxicas (COSTA et al., 2004; NEVES et al.,
2008). Neste sentido foi avaliado a fosforilagdo das MAPKs e AKT, bem como viabilidade
celular como parametros de neurotoxicidade.

O modelo de fatias hipocampais tem sido muito utilizado em estudos de
eletrofisiologia e neuroquimica, reproduzem bem diversos aspectos do tecido cerebral
intacto, incluindo metabolismo, presenga e composi¢do da matrix extracelular,
conectividade neural e inter-relacdo celular (neuro-glial). Além disso, a atividade dos
sistemas de fosforilacdo de proteinas, incluindo os alvos protéicos e a atividade de enzimas
cinases e fosfatases encontram-se bem preservados e respondendo ativamente a diversos
agentes neuromoduladores (RODNIGHT et al., 1988; LEAL et al., 1997; GONG et al.,

2001; XIAO et al., 2006; NEVES et al., 2008).
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Os resultados demonstraram que o tratamento in vitro com o Cd*" foi capaz de
reduzir a viabilidade em fatias de hipocampo de ratos imaturos. Entretanto, esta redugao na
viabilidade ndo foi acompanhada por uma permeabilizagdo da membrana celular, tendo em
vista que o conteudo total de LDH liberado pelas fatias nao foi alterado. Corroborando com
este achado, os niveis de incorporagao de IP também ndo foram alterados pela exposi¢ao ao
metal. Sendo assim, estes resultados indicam que em fatias hipocampais de ratos imaturos,
o Cd*" possui um rapido efeito intracelular mitocondrial (evidenciado pelo método do
MTT), o qual ndo foi acompanhado de dano a membrana celular. Nossos resultados estdo
de acordo com dados prévios da literatura que demonstram que estes métodos possuem
diferentes perfis de tempo (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006). Fotakis e Timbrell (2006)
demonstraram que o método do MTT ¢é mais sensivel para detectar uma toxicidade precoce
do Cd*" quando comparado com o método de dosagem de LDH, que ¢ apenas capaz de
revelar toxicidade apds longos periodos de incubagao.

Durante o periodo de mielinizagdo e sinaptogénese, que ocorre em torno do 10° ao
14° dia apds o nascimento, hd um aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio
(KHAN e BLACK, 2003). Neuronios sdo especialmente susceptiveis a condigdes pro-
oxidantes por possuirem muitas mitocondrias e um metabolismo basicamente aerdbico o
que facilita a geragio de ERO (MONROE e HALVORSEN, 2006). O Cd*" possui uma
capacidade proeminente in vivo e in vitro de gerar estresse oxidativo em diferentes tipos
celulares, incluindo neurénios (STOHS e BAGCHI, 1995; WANG et al., 2004; LOPEZ et
al., 2006; POLIANDRI et al., 2006). Mesmo nao sendo capaz de participar de reagdes
redox classicas como a reagdao de Fenton (STOHS e BAGCHI, 1995; WAALKES, 2003;) o

Cd** ¢ capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) através da inibicdo seletiva da
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cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias (STOHS e BAGCHI, 1995; WAALKES,
2003; LOPEZ et al., 2006; POLIANDRI et al., 2006). Desta forma, nossos achados em
conjunto sugerem a mitocondria como um possivel alvo da citotoxicidade aguda desse
metal.

O tratamento com Cd”*" néo foi capaz de alterar significativamente os niveis totais
de GSH. Além disso, um aumento na capacidade anti-oxidante das fatias proporcionando
por um aumento significativo na quantidade de GSH, promovido pela pré-incubagido das
fatias hipocampais com a forma permeavel da glutationa (GSH-monoetilester), ndo foi
capaz de reverter os efeitos citotoxicos do Cd*". Enquanto que a co-incubagdo com o
tripeptideo  y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (glutationa; GSH) foi capaz de reverter
parcialmente os efeitos do metal sobre a viabilidade das fatias hipocampais de ratos
imaturos. Estes dados corroboram com a possibilidade, j4 bem demonstrada em outros
trabalhos, de que o Cd*" esteja sendo quelado pela GSH, reduzindo a concentragdo de metal
livre e diminuindo assim sua toxicidade (PERRIN e WATT, 1971; JUMARIE et al., 2001;
LEVERRIER et al., 2007).

O tratamento com o Cd*" por 3 horas, também foi capaz de aumentar, de uma forma
geral, a fosforilagdo protéica sobre residuos de tirosina. Sabe-se que a fosforilagdo em
residuos de tirosina representa um papel importante na transducdo de sinal, regulacdo do
ciclo celular, proliferacdo celular e diferenciagdo (SUN e TONKS, 1994; GOZIN et al.,
1998; HUNTER, 1998). Sendo assim, uma desregulacdo nos niveis de fosforilagdo destes
residuos, principalmente um aumento, estdo diretamente ligados a uma sinalizagdo celular

aberrante, crescimento descontrolado em cultura, e desenvolvimento de cancer in vivo
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(SUN e TONKS, 1994; HUNTER, 1998, LEONARD et al., 2004). Neste sentido, deve ser
lembrado que existe uma grande diversidade de tirosinas cinases incluindo receptores para
fatores neurotrdficos e citocinas, bem como tirosinas cinases soliveis que de uma forma
geral podem se autofosforilar, além de participarem de cascatas que conduzem a
fosforilagdo de diversos substratos (LAU e HUGANIR, 2006). Deve ser ainda salientado
que alguns metais e/ou o proprio estresse oxidativo podem inativar tirosinas fosfatases, o
que poderia corroborar com um aumento nos niveis de fosfotirosina sobre uma diversidade
de proteinas (DENU e TANNER, 1998).

O Cd*" (5-200 puM) foi também capaz de ativar especificamente p38™**% ¢ ERK1/2,
sem alterar os perfis de fosforilagdo de JNK e AKT (serina-473).

A inibicdo da via de ERK1/2 pelo inibidor de MEK, PD98059, ndo foi capaz de

alterar o efeito do Cd*" sobre a viabilidade. No entanto, a inibigio da p38™AF*

por seu
inibidor especifico, SB203580, potencializou o efeito toxico do tratamento por 3 h com
Cd*, quando comparado com seu analogo inativo, SB202474. Os inibidores
individualmente ndo alteraram a viabilidade das fatias.

As proteinas ERK1/2 estdo relacionadas com eventos transcricionais e de
plasticidade sindptica neuronal como a potenciagdo de longa duracdo (LTP), depressao de
longa duracdo (LTD) e memoéria (NORMAN et al., 2000; SWEAT, 2004; THOMAS e
HUGANIR, 2004). A ativagido de ERK1/2 pelo Cd*" foi bem documentada em diversos
modelos celulares (HUNG et al., 1998; GALAN et al., 2000, HIRANO et al., 2005, LEAL

et al.,, 2007). Além disso, o Ccd** pode influenciar a neurotransmissdo (MINAMI et al.,

2001) e diversos parametros neurocomportamentais incluindo déficit de memoria (ALI et
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al., 1986; LUKAWSKI et al., 2005). Baseado no papel da via de ERK1/2 na regulagdo da
neurotransmissdo e neuroplasticidade supde-se que uma perturbagdo desta via de
sinalizagdo pode ser importante no efeito deletério do Cd*" na neurotransmissio e
plasticidade neural.

O papel da p38™**® durante o desenvolvimento, diferenciacio, protecdo celular e
morte celular tem sido demonstrado (MIELKE ¢ HERDEGEN, 2000; TAKEDA e ICHIJO,

8MAPK observada nas fatias de hipocampo de ratos

2002). Desta forma, a fosforilagdo de p3
imaturos expostas ao Cd*" poderia ser vista inicialmente como uma rea¢iio ao estresse
provocado pelo metal, com consequéncias deletérias ou protetoras.

A morte celular induzida pelo Cd*" via ativagdo da via de p38™*™* foi documentada
em diversos tipos celulares incluindo pré-monécitos (GALAN et al., 2000) e células do
epitélio pulmonar (LAG et al., 2005). Entretanto, nossos resultados sugerem que a ativagao
de p38MA™ em fatias de hipocampos de ratos imaturos (PN14) pode fazer parte de um
mecanismo de defesa contra a neurotoxicidade induzida pelo Cd*", ja que a inibi¢do desta
proteina cinase pelo SB203580 potencializou o efeito neurotéxico do Cd**, medido pela
reducao do MTT.

MAPK . .
8 esta associada com

Existem alguns exemplos em que a ativagdo de p3
sobrevivéncia celular, bem como respostas anti-citotoxicas e anti-apoptoticas em modelos
de culturas celulares (NISHINA et al., 1997, NEMOTO et al., 1998). Em hipocampo de
rato, foi demonstrado que a ativacio de p38™*"™ exerceu um papel importante no
mecanismo de neuroprotecdo induzida por pré-condicionamento isquémico (SUN et al.,

2006). Fatias hipocampais submetidas in vitro ao estresse hiperosmotico por 3 h

apresentaram ativacdo de p38™**™® ¢ fosforilagio de um de seus alvos, a proteina de choque
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térmico de 27 kDa (Hsp27), integrando assim um mecanismo de defesa em resposta ao
estresse das fatias hipocampais (NISWANDER e DOKAS, 2006).

A JNK estd associada com a inducdo de morte celular e regulagao do
desenvolvimento (MIELKE e HERDEGEN, 2000). J4 a AKT ¢ uma proteina quinase
conhecida por promover a sobrevivéncia celular através da fosforilagdo de diversos alvos,
conduzindo a inibi¢do de vias apoptoticas (LIZCANO et al., 2000; BRAZIL et al., 2001;
MASTERS et al., 2001). Além do aspecto relacionado a neuroprote¢do, deve também ser
considerado que a via PI3K/AKT também pode estar envolvida na modulagdo de
fenomenos de neuroplasticidade como LTD e LTP (HOU e KLANN, 2004; VAN DER
HEIDE et al., 2005). O Cd*" ¢ capaz de ativar INK e AKT em carcinoma de células de
tiredide (LIU et al., 2007), em linhagem de células prostaticas 1ILN (MISRA et al., 2003) e
células COS-7 (KONISHI et al., 1997). Entretanto, estas vias de sinalizacdo nao foram
modificadas nas fatias hipocampais apds o tratamento com Cd** por 3 h.

De uma forma geral, nossos estudos mostraram que o Cd*" interfere nas vias da

gMAPK ¢ ERK 1/2, aparentemente sem alterar as vias de JNK e PI3K/AKT, em hipocampo

p3
de ratos imaturos, em um importante periodo de desenvolvimento (PN14). Esta modulacao
pelo Cd*" de importantes vias de sinalizagdo celular durante o periodo pés-natal de
desenvolvimento cerebral rapido contribuem para a compreensdo dos aspectos
neuroquimicos envolvidos na toxicidade deste metal em um modelo de fatias hipocampais,

que preservam, pelo menos parcialmente, a interagdo entre os tipos celulares (astrocito,

neurdnio, microglia) e matriz extracelular.



66

6 CONCLUSAO

O presente trabalho nos permite concluir os seguintes aspectos:

v O Cd* reduziu a viabilidade celular de fatias hipocampais de ratos imaturos. Esta
reducdo de viabilidade foi primeiramente evidenciada pela diminui¢do na capacidade
celular de redugcdo do MTT, sem alteracdo na liberagdo de LDH e na incorporagdo de
IP.

v Niveis intracelulares aumentados de GSH ndo foram capazes de reverter ou mesmo
atenuar o efeito citotoxico do cadmio. Entretanto, a co-incubacdo de GSH com Cd*" foi
capaz de reverter parcialmente o efeito do metal pesado sobre fatias de hipocampo de
ratos imaturos. Isso sugere um possivel efeito quelante de GSH.

v Concentragdes elevadas de Cd*" (100 — 200 uM) aumentaram a fosforilagio protéica
geral sobre residuos de tirosina.

v O Cd*" foi capaz de aumentar a fosforilagio de p38MAF¥

e ERK1/2, sem alterar o perfil
de fosforilacdo de JNK ¢ AKT.

v' A via de sinalizagdo de ERK1/2 ndo parece estar diretamente envolvida na queda da
viabilidade provocada pelo metal, tendo em vista que a utilizacdo do inibidor PD98059
nao foi capaz de alterar a citotoxicidade provocada pelo metal.

MAPK
8

v' A via de sinalizagdo de p3 parece estar exercendo um papel protetor frente ao

insulto provocado pelo Cd** em fatias hipocampais de ratos imaturos, tendo em vista
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que o inibidor desta cinase (SB203580) potencializou o efeito deletério do metal,

quando comparado com o analogo inativo (SB202474) desta mesma enzima.
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{ PERSPECTIVAS

O presente trabalho abriu novas portas e levantou novos questionamentos, que sao

apresentadas como perspectivas futuras:

v Determinar o tipo de morte celular ocorrida nas fatias hipocampais;
v Determinar o tipo celular envolvido nas alteragdes bioquimicas provocadas pelo
2+

tratamento com o Cd";

v" Determinar o efeito do cadmio sobre a atividade de proteinas fosfatases;

v Determinar o efeito do cadmio sobre a atividade das enzima mitocondriais;

v' Avaliar possiveis alteragdes na fosforilagdo de Hsp27 nas fatias hipocampais tratadas
com Cd*";

v Avaliar a liberagdo de caspases nas fatias hipocampais tratadas com o Cd*";
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