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RESUMO

Elucidar os mecanismos pelos quais os radicais livres e espécies oxidantes
atuam em processos fisioldégicos torna-se cada vez mais necessario, especialmente
aqueles envolvendo metais de transigcdo com elevada atividade redox como o cobre, ou
participante de muitas fungdes celulares como o zinco. Nesta area de pesquisa,
moléculas capazes de sequestrar esses ions metalicos sao frequentemente utilizadas a
fim de conhecer o papel da homeostase dos metais de transicdo necessarios ao
metabolismo e sua participagdo em processos degenerativos pouco conhecidos,
especialmente em nivel molecular. Utilizando células de linhagem de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y, ATCC - CRL-2266™) como modelo celular, foi avaliada a forma de
como quelantes especificos capazes de atravessar a membrana celular, como o TPEN
(N,N,N’,N'-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine) e o DEDTC (dietilditiocarbamato de
sédio) afetam a concentragdo de cobre e zinco intracelular ao longo do tempo e em

diferentes concentragoes.

Palavras-chave: radicais livres; metais de transicdo; dano oxidativo; neurodegeneragao;
TPEN; DEDTC.



1. INTRODUGAO

Espécies radicalares estdo envolvidas em doengas neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson e Esclerose Lateral Amiotréfica (ALS), embora ndo se saiba
exatamente se sdo causa ou consequéncia destas doengas’ 2. Uma vertente destes
estudos demonstra que o estresse oxidativo tem um papel importante e pode até mesmo
desencadear o processo de neurodegeneragédo. Esta vertente é fortalecida pelo fato de
que neurdnios sao altamente propensos a situagdes desse tipo.

O estresse oxidativo € definido como a situagdo na qual a formagao de espécies
reativas excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do
organismo, tendo como consequéncia o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipidios,
proteinas). Estes danos, quando nado reparados, acabam comprometendo o
funcionamento da célula e levando-a a morte por apoptose ou necrose®.

A barreira hematoencefalica é relativamente impermeavel a flutuagcdes de
concentracdo de ions de metais de transicdo, como idns de cobre, ferro e zinco*. Mesmo
assim esses metais estdo envolvidos diretamente na geragao/’tamponamento” de
espécies reativas nas células, e possivelmente com desordens neurodegenerativas tanto
na forma de complexagédo do peptideo envolvido em agregagdes proteicas como Cu'-p-
amiléide na doenga de Alzheimer, quanto no sitio ativo da Cu,Zn-Superoxido dismutase
(Cu,Zn-SOD) na ALS. Neste contexto, a investigagcado de situagbes de estresse oxidativo
no sistema nervoso central (SNC) & primordial para compreender como espécies
oxidativas contribuem para a patologia de doencgas neurodegenerativas.

Estudar como quelantes ditos especificos como o TPEN para zinco e o DEDTC
para cobre afetam a concentracdo destes metais no interior da célula, relacionando com o
tempo de tratamento e concentragdo no meio de cultura, € de vital importancia para o
entendimento da relacdo entre o estresse oxidativo e a variacdo destes ions metalicos

que ja sao amplamente utilizados em pesquisas com este foco.
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Figura 1: Estruturas do DEDTC (esquerda) e DEDTC complexando o Cu“* (direita).
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Figura 2: Estruturas do TPEN (esquerda) e TPEN complexando um ion metalico M (direita).

1.1. A toxicidade do zinco e sua essencialidade

O zinco Il (Zn?*) é um ion essencial para as células. Trata-se de um importante
componente para os bioquimicos devido ao fato de estar ligado a enzimas e proteinas;
um micronutriente para os nutricionistas, e um poluente toxico para os ecologistas e
bidlogos marinhos®. Este ion pode estar localizado em sitios ativos de muitas
metaloenzimas® 7 em muitas regides do sistema nervoso central (SNC), particularmente
no cortex cerebral, glandula pineal, e hipocampo® °.

Em pesquisas recentes, observou-se que metalochaperonas presentes em
cianobactérias selecionam o ion metalico a ser transportado, armazenado ou inserido em
outras proteinas — como o Cu", Zn" ou Mn" - de acordo com o ambiente em que foram
dobradas: citoplasma ou periplasma, mostrando assim uma seletividade regulada pela

localizaczo™°.



Além de exercer importante papel estrutural em centenas de enzimas e proteinas’’,
o elemento zinco regula muitos processos bioquimicos na célula, incluindo a sintese de
DNA, apoptose, proliferagdo e estresse oxidativo'.

Neurocientistas tém sugerido que o Zn?" é transportado através de membranas
celulares por canais de sédio e calcio e atua como sinalizador i6nico’®, mas esta fungao
ainda é pobremente caracterizada e questionavel. O zinco € muito provavelmente um
neuromodulador do sistema nervoso central' alterando a funcéo de varios receptores e
canais, inclusive receptores de N-metil D-Aspartato (NMDA), receptores de Acido gama-
aminobutirico (GABA), receptores de glicina, receptores de adenosina trifosfato (ATP)
além dos canais de sddio (Na*) e calcio (Ca**)'™™ '®.

Evidéncias experimentais sugerem que, dependendo da concentragdo local, o
zinco pode causar alteragdes fisiolégicas positivas ou negativas”. O excesso de zinco
livie é toxico para os tecidos do corpo'®, sendo capaz de exacerbar a danificacdo
neuronal, in vivo e in vitro'® 2% 2’ No cérebro, as alteragdes de homeostase de zinco s&o
usadas para mediar danos neuronais que podem resultar em epilepsia, isquemia, e

trauma cerebrais como nas doencas neurodegenerativas, e na doenca de Alzheimer® %%

23; 24

Estudos relatam que dependendo da quantidade, o excesso de zinco pode induzir
a morte celular, provavelmente pela geracdo de espécies reativas de oxigénio®> 25 27,
Todavia o papel fisioldgico do zinco neste caso ndao é bem estabelecido, ja que ndo é um
metal com ciclo redox ativo no ambiente celular. Assim, para evitar uma afluéncia toxica
de zinco, é importante que o nivel de excitabilidade neuronal seja controlado firmemente.
Em contraste, parece que o zinco é capaz de proteger as células contra processos
oxidativos?®: Coudray e colaboradores (1991) informaram que a deficiéncia de zinco pode
resultar em danificagdo oxidativa em varias macromoléculas e no aumento de produtos de
lipoperoxidacdo?®. Evidéncias adicionais sugerem que zinco exégeno apresenta uma acdo
de neuroprotecdo no cérebro por antagonismo da ativacdo de N-metil D-Aspartato
(NMDA)*® 3 32 Deste modo, conclui-se que o elemento zinco é capaz de induzir e

também proteger a célula de danos oxidativos.

1.2. A toxicidade do cobre e sua essencialidade
Ainda que o cobre seja absolutamente necessario para a vida, participando de

inumeros processos de transferéncia eletronica, atividade oxidase e oxigenase, e



detoxificacdo de espécies reativas®®, paradoxalmente ¢ altamente tdxico. Este importante
dado revela que a reatividade do cobre é controlada pelas proteinas e enzimas que o
contém®*. Assim, a concentracdo deste metal deve ser rigorosamente controlada pelo
organismo, de modo que este ion essencial seja provido as enzimas e proteinas
especificas, mas n3o acumulado em niveis toxicos>> 3¢ 37 3% 3% O cobre, assim como
outros metais com atividade redox, € sequestrado da alimentagdo em formas néo
reativas, e absorvido na digestdo como quelatos de aminoacidos, principalmente histidina.
Ha 10 anos os mecanismos de transporte e distribuicdo de ions de metais de transicao,
como o cobre, comegaram a ser desvendados*’. Com a elucidagdo da rota de transporte
desses ions, comegou-se a entender o quanto e como alguns metais presentes
naturalmente em enzimas e proteinas podem ser danosos ao organismo, levando a um
grande numero de doengas oriundas das falhas nestes sistemas de transporte e
armazenamento.

Deste modo, certas anomalias relacionadas ao metabolismo e ao transporte do
cobre, levam o tdo benéfico metal a se tornar um poderoso catalisador de danos
mediados por espécies reativas de oxigénio (radicais livres, ROS), convertendo perdxido
de hidrogénio (H,O) a radicais hidroxila, e catalisando a oxidagdo de muitos substratos
presentes no corpo, assim como danos ao DNA. Tao bem quanto calcio e ferro, o
estresse oxidativo causa um aumento na disponibilidade de ions cobre. Por exemplo, a
ceruloplasmina é rapidamente degradada por proteases ou por exposi¢cao ao peroxinitrito
(ONOO") (ou radicais livres derivados de ONOO") liberando cobre. ions de cobre s&o
liberados em excesso no cérebro e nas paredes das artérias’.

Tendo em vista as expectativas bastante realistas de se obter terapias eficientes
para as doengas causadas por desordens genéticas, duas doengas hereditarias
relacionadas ao metabolismo do cobre tém atraido especial atengcédo dos pesquisadores: a
doenca de Wilson e a sindrome de Menkes*'"" “2. Ambas sdo causadas por mutagdes da
proteina transportadora de cobre ATPase (ATP7A para a sindrome de Menkes, e ATP7B
para a doenga de Wilson) que é seletivamente expressa em diferentes tecidos, envolvida
no transporte intramembrana do cobre, e ocorrem em aproximadamente 1 nascimento a
cada 100 mil.

A sindrome de Menkes envolve o armazenamento insuficiente de cobre, e é
causada também por uma disfuncdo hereditaria no seu transporte intracelular, gerando

uma falta sistémica deste elemento no organismo. O gene responsavel pela sindrome foi
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identificado e isolado, e esta situado no cromossomo X, e induz um defeito no transporte
do cobre pela ATP7A das células intestinais. A concentracdo de cobre no cérebro torna-
se particularmente baixa*®, pois este 6rgdo contém também a proteina mutante ATP7A,
expressa na barreira do cérebro com a corrente sanguinea. Caso a sindrome nao seja
tratada a tempo por suplementagcdo do elemento essencial, administrado como “cobre-
histidina”, por exemplo, uma degradagao rapida e eventualmente letal ocorre no sistema
nervoso central®. Outra doenca originada em parte (cerca de 10%) por um defeito
geneético é a esclerose lateral amiotrofica (ou ALS), causada por mudangas na sequéncia
de aminoacidos da enzima antioxidante Cu,Zn-SOD*. Atualmente esta sendo difundida a
ideia de que a SOD mutante ou ndo madura, ou seja, ainda sem dobramento adequado,
decorre da falta da insercédo de metais (Cu e Zn) e da falta da ponte dissulfeto interna,
levando a agregacio fibrilar observada nos neurénios motores, caracteristica da ALS*.
Isso indica que o desbalangco na homeostase dos metais do sitio ativo da SOD pode estar
no papel central da agregagao proteica observada na doencga.

Ja a doencga de Wilson envolve uma acumulagao patologica de cobre no figado e
no cérebro, e é letal caso ndo tratada®’. A sua terapia consiste na administragdo de

4849 (figura 1), ou

agentes quelantes especificos ao cobre, em particular a D-penicilamina
em caso de sua intolerancia, a trietilenotetramina ou derivados. A D-penicilamina é
também conhecida quimicamente como B,3-dimetilcisteina, foi descoberta em 1953, de
forma serendipitosa, como um metabdlito da penicilina B, quando se analisava urina de
pacientes com hepatopatia. Pode ser obtida a partir da hidrdlise da penicilina e tem sido
utilizada como agente terapéutico desde 1956. E também indicada no tratamento de
dermoesclerose, que envolve uma superproducao de colageno na pele. Esta doenca
demonstra a importancia do cobre também no controle da sintese de tecidos conjuntivos,

cujo mecanismo nao foi totalmente decifrado®.
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Figura 3: Estrutura da D-penicilamina livre e coordenada ou metal.




2. OBJETIVOS

» Verificar a especificidade dos quelantes DEDTC e TPEN para os ions cobre e
zinco;

» Variar a homeostase de Cu®' e zn?

intracelular e verificar seus efeitos em
neuroblastoma;

» Correlacionar a concentragdo desses metais com a geragao de espécies reativas.



3. METODOLOGIA

Cultivo celular — A linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y (ATCC - CRL-2266™), foi
cultivada em meio Dulbecco's Modified Eagle Médium (DMEM) suplementado com o
nutriente F-12, estreptomicina e soro fetal bovino a 10% em volume, mantido em estufa a
37°C e 5% de CO..

Tratamentos com quelantes - As células cultivadas foram plaqueadas em garrafas para
cultura celular com 25cm?, em uma confluéncia de 1 x 10* células/cm? e 24 horas foram
aguardados para o inicio dos tratamentos. O meio de cultura foi substituido e os quelantes
TPEN (N,N,N’,N'-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine) e DEDTC (dietilditiocarbamato
de sddio) — diluidos em meio de cultura — adicionados nas concentragdes 5uM e 25uM e
os periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas foram aguardados. Finalizados os
tratamentos, os mesmos foram avaliados e comparados com os controles (sem adigao de

quelantes) nos periodos de 0, 6, 24 e 48 horas (Tabela 1).

Tabela 1: Quantidade de amostras preparadas e os tratamentos a que foram submetidas.
El = Experimentos Independentes (afim de verificar reprodutibilidade dos dados).

Tratamento/Tempo (horas) 0 6 24 48
Controle 3El | 3EI 3 El 3 El

TPEN 5 uM 3 El 3 El 3 El

TPEN 25 uM 3 El 3 El 3 El
DEDTC 5 um 3 El 3 El 3 El
DEDTC 25 uym 3 El 3 El 3 El

Preparo das amostras para analise — As células foram desaderidas com uma solucéo
tampao Fosfato-Salina e ETDA (PBS-EDTA) e Tripsina (5:1) durante 3 minutos e entéo
centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos. O pellet foi lavado 3 vezes com solugédo tampéao
PBS (ressuspensao do pellet com PBS e centrifugagdo a 3000 rpm, processo repetido 3
vezes). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet lavado com as solugdes
tampao PBS e PBS-EDTA sete vezes. As amostras permaneceram em estufa para
secagem a 37°C durante sete dias e a quantificacdo de cobre total foi feita utilizando
espectrometria de absorgédo atdmica com forno de grafite. A quantificacédo de zinco total
foi feita utilizando espectrometria de absorgdo atdbmica com chama (quantificagbes

realizadas por alunos colaboradores da Universidade de Sao Paulo).
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Analise estatistica dos dados — Os dados foram submetidos ao teste t (para exclusédo de
determinados valores, se necessario). A variancia e significAncia dos dados foram
calculadas pelo método ANOVA com pos-teste Tukey, utilizando o software Origin 8.0.

Nivel de confianga empregado = 95%, com n= 3.

Testes de viabilidade celular por MTT — As células foram plaqueadas em uma confluéncia
de 4x10* células/cm? em placas de 96 wells e tratadas como citado acima. Dado o fim do
periodo de tratamento, 30 puL do sal de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio) foram adicionados e as células foram incubadas em estufa com 5% de
CO; a 37°C por 1 hora, protegidas da luz. Finalmente, a solugao restante de MTT, meio e
soro foi descartada, e 150 yL de DMSO foram adicionados; a placa foi mantida sob
agitacao protegida da luz por mais 15 minutos e a leitura de absorbancia foi feita em 500

nm. Os valores de viabilidade obtidos foram expressos em relagédo ao controle.

Os testes de viabilidade celular foram realizados pela aluna Andreza C. Matias
(Universidade Federal do ABC). Os resultados destes testes bem como de testes
complementares, podem ser visualizados no artigo cientifico Diethyldithiocarbamate
induces apoptosis in neuroblastoma cells by raising the intracellular copper level,
triggering cytochrome c release and caspase activation, publicado na revista Toxicoly

in vitro, resultado da jungéo dos trabalhos®’.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras preparadas e secas em estufa conforme descrito previamente, foram

submetidas a quantificagdo de cobre total através de espectroscopia de absorgcéo atdmica

por forno de grafite com adi¢cdo de padrédo. Os resultados obtidos em cada tratamento e

tempo, bem como os valores excluidos por teste t, suas médias e desvios padrbes

(calculados sem a consideragao dos valores indicados pelo teste t) sdo apresentados na

tabela 2 e graficamente nas figuras 4-7.

Tabela 2: Quantificacado de Cu total em células SH-SY5Y (ng de Cu/g de amostra) — grupos Controle,
TPEN 5uM e 25uM e DEDTC 5uM e 25uM.

Controles
0 horas 6 horas 24 horas 48 horas
0,30866 0,36911 1,25678 0,35281
0,33 0,37009 1,10745 0,48194
0,35064 0,93097 0,56934 0,52443
0,50035 6,22 0,38 1,49
0,51511 - - -
0,53961 - - -
0,58669 - - -
Concentracao Média (ng de Cu/g de amostra)
0,447294 | 0,556723 | 0,828393 | 0,45306
Valores Excluidos (Teste t)
Nenhum | 6,22 | Nenhum | 1,49
Desvio Padrao
0,113788 | 0,324107 0,42014 | 0,089381
TPEN 5 uM TPEN 25 uM
6 horas 24 horas 48 horas 6 horas 24 horas 48 horas
0,24 0,37295 1,10309 4,43 0,53876 0,44255
0,52977 0,26432 1,57073 18,33 0,3627 0,37564
0,69093 0,39493 5,09935 0,58084 0,90442 0,49
0,72 1,64 0,84 0,42228 0,06 0,83
0,89216 - 0,58 0,19023 0,27 -
3,41 - - - - -
Concentracao Média (ng de Cu/g de amostra)
0,614572 | 0,344067 | 1,023455 | 1,405838 | 0,427176 | 0,534548
Valores Excluidos (Teste t)
3,41 | 1,64 | 509935 | 18,33 | Nenhum | Nenhum
Desvio Padrao
0,245711 | 0,069932 | 0,422753 | 2,022479 | 0,317763 | 0,202478
DEDTC 5 uM DEDTC 25 yM
6 horas 24 horas 48 horas 6 horas 24 horas 48 horas
11,40482 8,92 10,6 10,93 9,03 14,8
11,80963 6,43 11,47 10,01 10,68 17,93
12,37288 7,66 9,88 8,75 9,37 16,78
Concentracao Média (ng de Cu/g de amostra)
11,86244 | 7,67 | 10,65 | 9,896667 | 9,693333 | 16,50333
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Valores Excluidos (Teste t)
Nenhum [ Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum | Nenhum
Desvio Padrao
0486186 | 124503 | 0,796178 | 1,09441 | 0,871225 | 1,583235

Uma pequena variacdo da concentragcdo de cobre ao longo do tempo foi
visualizada tanto no grupo controle, como nos tratamentos com TPEN. Estes valores
foram entdo submetidos ao teste ANOVA, de maneira separada (somente o grupo
controle e somente os tratamentos com TPEN) e conjunta (comparando os grupos
controle x TPEN), resultando em varia¢des nao significativas (p > 0,05). Isso demonstra a
presenca de niveis basais de cobre necessarios para manutencao celular e enovelamento
correto de algumas metaloproteinas, além de provaveis tracos do metal imobilizados
através de proteinas especificas para esta fungdo como a da ceruloplasmina e vacuolos
isolados do resto da célula para estoque®® confirmando a falta de afinidade do TPEN pelo
cobre e a provavel alteragao da concentragdo de zinco (considerando que o reagente em
questdo ndo complexa outros ions como o Fe** e Mn?*). As visualizacdes das células
antes do preparo das amostras revelaram perda da viabilidade celular nos tratamentos ao
longo do tempo, e com o aumento da concentragdo, causada pelo efeito téxico do proprio
reagente e principalmente pela alteracdo da homeostase de zinco intracelular.

Os resultados obtidos para os tratamentos com DEDTC também foram
submetidos ao teste ANOVA, comparando tanto os valores de concentracdo das amostras
dos grupos tratados com o quelante, quanto os valores entre os grupos, inclusive o grupo
controle; resultando em variagdes significativas (p < 0,05). Sendo assim, 0 mesmo teste
estatistico foi aplicado entre os tratamentos com DEDTC em diferentes concentracgdes,
mas nos mesmos intervalos de tempo, resultando em variagdes nao significativas

somente nos tempos 24 horas (p > 0,05).
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Figura 4: Quantificacdo de Cu total em células SH-SY5Y (ng de Cu/g de amostra) - Grupo Controle.
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Figura 5: Quantificacdo de Cu total em células SH-SY5Y (ng de Cu/g de amostra) - Tratamentos TPEN

5 uM e 25uM.
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Quantificagao de Cu - Tratamento com DEDTC 5uM e 25uM
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Figura 6: Quantificacdo de Cu total em células SH-SY5Y (ng de Cu/g de amostra) - Tratamentos
DEDTC 5uM e 25uM.
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Figura 7: Quantificacdao de Cu total em células SH-SY5Y (ng de Cu/g de amostra) - Comparacao entre

0s grupos.
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Primeiramente nota-se a seletividade do reagente DEDTC para o cobre.
Entretanto, ao contrario do que se esperava, a concentracao do metal analisado aumenta
em vez de diminuir, mostrando que o quelante se coordena a ions Cu presentes no meio
de cultura e os leva para dentro da célula. As visualizagdes do cultivo celular feitas
anteriormente ao preparo das amostras, também revelaram a perda da viabilidade celular
ao longo do tempo e com o aumento da concentragdo, porém de uma forma mais
significativa do que a vista nos tratamentos com TPEN.

Considerando as caracteristicas do modelo celular SH-SY5Y, sua similaridade
com células neuronais, e relevando o potencial téxico do DEDTC, pode-se inferir que a
perda da viabilidade celular deve-se principalmente a alta concentracdo de cobre
intracelular. Como apresentado na figura 5, os niveis de cobre aumentam dentro de um
intervalo de 6 horas, mas diminuem no intervalo de 24 horas; mostrando a tentativa de
manter a homeostase desse elemento, bem como de controlar o estresse oxidativo
causado pela presenca de ions Cu?* livres capazes de participar de reagdes redox e de
quebras homoliticas similares as que os ions ferro participam (reagdo de Fenton, reagao
de Haber-Weiss), produzindo assim, espécies reativas de oxigénio (figura 8)°% %3,

Sabe-se que o estresse oxidativo em niveis moderados, pode inibir ou ativar as
vias apoptéticas; e niveis elevados a necrose®, uma vez que o aumento excessivo da
concentracdo destas espécies nocivas na mitocondria leva ao seu rompimento®,
liberando seu conteudo e permitindo que as mesmas destruam a membrana celular

levando a morte por necrose®®.

Fe?+ H,0, — Fe**+ HO + HO Reacédo de Fenton

H,0,+ O,”— O, + HO + HO Reacéo de Haber-Weiss

16



Catalase
& . ~ GSH =
> O, > ( | GR
02 NADPH 2 H202 ~— s BSSG -
Fe*! Fe Prx T . -
| rer > Cu’ \ T ‘
R/ / TR
3 ‘Hd"l‘ *Trx
Arg 0 + NO' W el
m ) y‘ : " e ]
B oy A
> ONOOQO:=~
LA

Figura 8: Esquema das principais reacoes e respectivas enzimas (em azul) envolvidas na formacao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio®’.

O aumento da concentracdo de cobre pode estar relacionado com a forma de
tratar as células: a mistura quelante + meio de cultura é feita e em seguida adicionada ao
cultivo celular, ou seja, o DEDTC se coordena ao cobre presente no meio e ao ter contato
com o cultivo, atravessa sua membrana e o leva para dentro da célula. Sendo assim, a
possibilidade de retirada do cobre intracelular por este composto, nas concentragdes
citadas nao foi descartada. Testes similares foram feitos, porém substituindo o meio de
cultura contendo cobre, por um meio de cultura “Cu-free”, revelando que de fato esses
quelantes possuem a capacidade de permear a membrana celular e retirar o cobre
intracelular, ja que a quantificagdo resultou na concentragdo de Cu virtualmente igual a
zero para todos os tratamentos (dados ndo apresentados).

Além disso, a analise da concentragdo de Zn também foi realizada e analisada de
maneira minuciosa. No entanto, devido a limitagbes técnicas (facilidade de contaminagao
da amostra por Zn divido a sua alta disponibilidade no ambiente), os resultados nao foram
tdo claros quanto para o cobre. Uma vez que o resultado da quantificacdo de zinco foi
obtido em funcéo da absorbancia das amostras, os valores dos controles em 6, 24 e 48
horas foram adotados como referéncias em cada tempo e dando a eles o valor 100%,
sendo assim, os valores de absorbancia obtidos nos tratamentos foram calculados de
forma proporcional aos controles. A Tabela 3 e graficos, apresentam mais claramente a
efetividade dos tratamentos na variagdo da homeostase de Zn. Sao apresentados os
dados da quantificacdo do zinco total intracelular, em funcdo do quelante utilizado,

concentragao do mesmo, e tempo de exposicao.
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Tabela 3: Valores de absorbancia obtidos na quantificacdo de Zn total obtidos com espectrometria

de absorcao atémica por chama.

Amostragem | Amostragem | Amostragem Tempo | Valor

Amostra 1 2 3 Média Desvio |(hs) proporcinal
Controle 0,054223 0,08515 0,13455|0,09130767 | 0,040516 6 100
Controle 0,038973 0,09705 0,14685| 0,094291|0,053991 24 100
Controle 0,330423 0,2705 0,231980,27763433 | 0,049608 48 100
DEDTC 5

uM 0,014663 0,10239 0,02104| 0,046031|0,048912 6| 50,4130723
DEDTC 5

uM 0,003403 0,05979 0,032160,03178433|0,028195 24| 33,7087668
DEDTC 5

uM 0,258623 0,17019 0,15916| 0,195991|0,054521 48| 70,5932143
DEDTC 25

UM > Branco 0,02796 0,04606 0,03701]0,012799 6| 40,5332886
DEDTC 25

uM >Branco 0,08695 0,19385 0,1404| 0,07559 24| 148,900743
DEDTC 25

UM 0,316923 0,1 0,054160,15702767 | 0,140357 48| 56,5591672
TPEN 5 uM 0,007693 0,09475 0,0347|0,04571433|0,044561 6| 50,0662595
TPEN 5 yM | >Branco 0,13635 0,09025 0,1133/0,032598 24| 120,15993
TPEN 5 uM 0,359223 0,26598 0,17492|0,26670767 | 0,092154 48| 96,0643676
TPEN 25 uM 0,011913 0,02319 0,00484|0,01331433|0,009255 6| 14,581835
TPEN 25 uM 0,049123 0,01384 0,05955|0,04083767 | 0,023955 24| 43,3102488
TPEN 25 uyM 0,026713 0,05122 0,2342|0,10404433|0,113382 48| 37,4753123

[Zn] em relagao ao controle (%)
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Figura 9: Quantificacao de Zn total ap6s 6 horas de tratamento.
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Figura 10: Quantificacao de Zn total apés 24 horas de tratamento.
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Figura 11: Quantificacao de Zn total apds 48 horas de tratamento.

Ao contrario do cobre, podemos observar que praticamente todos os tratamentos
conseguiram diminuir a concentragao de Zn total intracelular quando comparados com os
controles nos respectivos periodos. Apenas nos tratamentos DEDTC 25 uyM e TPEN 5 uM
o efeito semelhante ao visto para o cobre é observado: a concentragdo aumenta em vez
de diminuir. Esse efeito ocorre provavelmente da forma descrita previamente: os
quelantes se coordenam ao Zn** do meio de cultura, e os levam para dentro da célula.
Vemos também que o DEDTC também possui capacidade de modificar a homeostase de

zinco, mesmo em baixas concentracdes.
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A oscilagao da concentragcédo de Zn ao longo do tempo se deve a tentativa celular,
de atingir o equilibrio metal-ligante dentro e fora das células, bem como o equilibrio
osmatico, a fim de manter a homeostase desse elemento. Além disso, o DEDTC apesar
de ser capaz de se ligar ao Zn**, sua afinidade por esse fon € menor comparada com o
Cu?*. De forma que a dissociacdo do complexo DEDTC-Zn" seja favorecida.

No caso do TPEN, apenas a maior concentragdo se mostrou eficiente para evitar
estas oscilagbes. Concentracbes baixas de TPEN, ndo sado suficientes para evitar a
dissociacdo do complexo TPEN-Zn'; uma vez que o TPEN também possui a capacidade
de coordenar outros ions metalicos além do Zn?*.

A perda de viabilidade celular relacionada ao zinco se deve principalmente a sua
importancia estrutural em diversas enzimas e proteinas, algumas envolvidas inclusive

com o controle do estresse oxidativo®® %% 6% 61,
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Figura 12: Esquematizacao da acao dos quelantes DEDTC e TPEN na variacdo da homeostase de cu"
e Zn", e os mecanismos de morte celular ativados consequentemente.
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5. CONCLUSAO

Espécies reativas podem causar disfungées mitocondriais, ativagao das células
da glia, modificacdo e agregagdo de proteinas especificas, e mau funcionamento do
sistema proteassomo; gerando um ciclo vicioso que acaba por desencadear a morte
celular. Muitos destes processos estdo envolvidos com o desenvolvimento e
apresentados como sintomas das principais doengas neurodegenerativas. A alteracdo da
homeostase de ion de metais de transicdo como o cobre podem participar do processo de
formacao dessas espécies oxidantes.

Foi possivel verificar a capacidade que os quelantes selecionados possuem de
variar a homeostase de Cu?* e Zn**, bem como acompanhar para qual sentido o equilibrio
esta sendo deslocado dependendo do quelante utilizado (DEDTC internaliza o cobre e o
TPEN retira o zinco). A citotoxicidade do Cu vista em adigdo ao aumento da sua
concentracao, permite fortalecer a hipotese de que a morte celular foi resultado do
estresse oxidativo, o que representa um passo na elucidacdo das causas/consequéncias

da perda da estabilidade redox celular.
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