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RESUMO

O cobre (Cu) ¢ um oligoelemento essencial que desempenha um papel importante nas fungdes
cerebrais, atuando, por exemplo, no sistema de defesa antioxidante e no metabolismo do ferro.
No entanto, altos niveis celulares desse metal resultam em estresse oxidativo. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi analisar as alteracdes provocadas pelo excesso de cobre em
parametros de estresse oxidativo, ¢ na atividade e expressio de enzimas do sistema
antioxidante, utilizando como modelo uma linhagem de astroglioma mais resistente as
elevacdes de cobre (U-87 MG) e uma linhagem mais suscetivel (C6). As células foram
cultivadas na auséncia ou presenga de CuSOg4 (0 - 600 uM) por 24h ou 48h. A atividade das
enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx) foram avaliadas espectrofotometricamente, assim como os niveis de tidis ndo
proteicos (NPSH) e proteicos (PSH). A producao de superoxido foi determinada usando a sonda
fluorescente dihidroetidio (DHE). Ja a expressdo dos genes que codificam para as enzimas
antioxidantes GR, GPx1 e SODI foi determinada por RT-PCR em tempo real. Na linhagem C6
e U-87 MG foi possivel observar uma diminui¢do da atividade das enzimas GPx, GR e CAT
apods 24h e 48h de exposicao ao CuSOs, enquanto que para a SOD verificou-se um aumento em
sua atividade apds 24h de exposicao ao toxicante, sendo que na linhagem U-87 MG isso foi
verificado ja nas concentragdes iniciais de CuSOs; porém em 48h observou-se uma redugdo em
sua atividade em ambas as linhagens. Em relacdo ao NPSH e PSH, verificou-se uma diminui¢ao
apos 24h de exposicdo ao metal, sendo que nas células U-87 MG os niveis de PSH diminuiram
somente em concentracoes mais elevadas de CuSOs, e nas células C6 essa reducdo ja ¢
observada nas menores concentracdes; assim como foi observado um aumento na gera¢ao de
superoxido. Quanto a expressao dos genes que codificam para enzimas antioxidantes, observou-
se uma redu¢do no conteido de mRNA para GR apds 24h de exposi¢dao ao metal, em ambas as
linhagens. Por outro lado, verificou-se que houve um aumento no conteido de mRNA de GPx1
na linhagem C6 ap6s o mesmo periodo de exposi¢dao ao CuSO4. Em relagdo a expressdo do
SODI1, observou-se que houve um aumento no conteido de mRNA nas células U-87 MG apos
exposicao ao toxicante; por outro lado, na linhagem C6 verificou-se uma diminui¢do na
expressao dessa enzima. Em conjunto, estes resultados indicam que altos niveis de Cu causam
uma diminuicdo na atividade de enzimas antioxidantes e nos niveis de grupos tidis

principalmente na linhagem mais suscetivel ao cobre, podendo estar associado ao estresse



oxidativo ou a uma interacgao direta entre Cu ¢ as enzimas em seu sitio ativo. Por fim, conclui-
se que existem diferencas espécie-especificas para a toxicidade do Cu, provavelmente devido a
diferentes mecanismos de resposta ao estresse oxidativo, sendo que a linhagem derivada de
humanos parece ser menos sensivel ao excesso do metal em comparagdo com a linhagem

proveniente de ratos.

Palavras-chave: metais, estresse oxidativo, estudo in vitro, neurotoxicidade.



ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential trace element that plays an important role in brain functions, acting,
for example, in the antioxidant defense system and in iron metabolism. However, high cellular
levels of this metal result in oxidative stress. Therefore, the aim of this study was to analyze the
changes caused by excess copper in oxidative stress parameters, and in the activity and
expression of enzymes of the antioxidant system, using as a model a astroglioma cell line that
1s more resistant to high levels of copper (U-87 MG) and a more susceptible cell line (C6). The
cells were cultured in the absence or presence of CuSO4 (0 - 600 uM) for 24h or 48h. The
activity of the enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase
(GR) and glutathione peroxidase (GPx) were evaluated spectrophotometrically, as were the
levels of non-protein thiols (NPSH) and protein thiols (PSH). Superoxide production was
determined using the fluorescent probe dihydroethidium (DHE). The expression of the genes
coding for the antioxidant enzymes GR, GPx1 and SOD1 was determined by real-time RT-
PCR. In both C6 and U-87 MG cell lines, it was possible to observe a decrease in the activity
of the GPx, GR and CAT enzymes after 24h and 48h of exposure to CuSO4, while for SOD,
there was an increase in its activity after 24h of exposure to the toxicant, and in the U-87 MG
cells this was already seen in the initial concentrations of CuSO4; however, after 48h, a
reduction in its activity was observed in both cell lines. In relation to NPSH and PSH, there was
a decrease after 24 hours of exposure to the metal, and in the U-87 MG cells PSH levels only
decreased at higher concentrations of CuSO4, while in the C6 cells this reduction was already
observed at lower concentrations; as well as an increase in superoxide generation. As for the
expression of genes coding for antioxidant enzymes, there was a reduction in the mRNA content
for GR after 24 hours of exposure to the metal in both cell lines. On the other hand, there was
an increase in the mRNA content of GPx1 in the C6 cell line after the same period of exposure
to CuSO4. Regarding the expression of SODI, it was observed that there was an increase in
mRNA content in U-87 MG cells after exposure to the toxicant; on the other hand, in the C6
cell line there was a decrease in the expression of this enzyme. Taken together, these results
indicate that high levels of Cu cause a decrease in the activity of antioxidant enzymes and in
the levels of thiol groups, especially in the cell line most susceptible to copper, which may be
associated with oxidative stress or with a direct interaction between Cu and the enzymes in its

active site. Finally, we conclude that there are species-specific differences in Cu toxicity,



probably due to different oxidative stress response mechanisms, and that the human-derived

cell line appears to be less sensitive to excess metal compared to the rat-derived cell line.

Keywords: metals, oxidative stress, in vitro study, neurotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Absorcao e metabolismo do cobre no organismo humano. ...........cccceeevveeneneennns 20

Figura 2 — Fungdo do cobre nas sinapses € modulagao dos receptores de neurotransmissores

................................................................................................................................................. 26
Figura 3 — A¢20 das enzimas antioXidantes.............ceerueerrieeriieeiienieeiieenieereeseeeveeseeeereeens 33
Figura 4 — Viabilidade de células das linhagens C6 ¢ U-87 MG pelas técnicas do MTT e do
vermelho neutro (NR) apds 24h e 48h de exposicao a0 CuSO4.......ccecuveeevveeecieeeeiieeeieeeeen. 44
Figura 5 — Atividade da catalase em células das linhagens C6 ¢ U-87 MG apos 24h e 48h de
€XPOSIGAO A0 CUSO. ettt et ettt ettt e e et et et e s et e be et e eseenaeentesanens 46
Figura 6 — Atividade da glutationa peroxidase em células das linhagens C6 e U-87 MG apos
24h e 48h de eXpOSICAO A0 CUSO 4. ..cuuviiiiiiiiieiieeieesie ettt ettt ettt beeseeeeneeas 47
Figura 7 — Atividade da Glutationa redutase em células das linhagens C6 e U-87 MG ap6s 24h
€ 48h de expOSICA0 A0 CUSO4...cuuiiuiieiiiitiiieeieetee ettt sttt eesaeens 48

Figura 8§ — Atividade da superdxido dismutase em células das linhagens C6 e U-87 MG apds
24h e 48h de eXpOoSICAO A0 CUSO 4. .ccuuuiiiiiiiieiieeie ettt ettt et beeseeeeneeas 49
Figura 9 — Analise de parametros de estresse oxidativo em células das linhagens C6 e U-87
MG apos 24h e 48h de exposica0 20 CUSO4. ....eeruiiriiiiiiiiniiiiiieeieee et 51
Figura 10 — Expressao de genes relacionados ao sistema antioxidante em células das linhagens
C6 e U-87 MG ap6s 24h e 48h de exposicao a0 CUSO4. ..ceeveereeiiiienieeiieniie e 52
Figura 11 — Principais alteracdes observadas em pardmetros de estresse oxidativo apos a

exposicao ao excesso de cobre e a sua relacdo com diferentes eSPECIEs. ....covvrrrvreerveeenveenns 60



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Sequéncia de primers para Rattus norvegicus utilizados para a reagao de RT-PCR
(S I (5300 o T B (<X | OSSPSR 41
Quadro 2 — Sequéncia de primers para Homo sapiens sapiens utilizados para a reagdo de RT-

PCR M teMPO TAL.....cuiieiieiiieiieiie ettt ettt et e et e baeenbeesseeebeesaaeenbeenens 41



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

a-syn Alfa-sinucleina

AMPA Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
APP Proteina precursora de amildide

ATM Ataxia-telangiectasia mutada

Atox1 Chaperona antioxidante 1 de cobre
ATP7A ATPase alfa transportadora de cobre
ATP7B ATPase beta transportadora de cobre
AP Beta amiloide

BDNF Fator neurotrofico derivado do cérebro
CAT Catalase

CcO Citocromo c oxidase

CCS Chaperona de cobre para SOD1

cDNA DNA complementar

CoQ10 Coenzima Q10

CoQ10H2 Ubiquinol

Cox Chaperona de cobre citocromo ¢ oxidase
Cp Ceruloplasmina

Cp-Cu Cobre ligado a Cp

Cr Cromo

Ctrl Transportador de cobre 1

Cu Cobre

Cu+ Cobre monovalente

Cuxt+ Cobre divalente

CuSOq4 Sulfato de cobre

DA Doenca de Alzheimer

DCYTB Citocromo b duodenal

DH Doenca de Huntington

DHE Di-hidroetidio

DMEM Eagle’s com modificacdo de Dubelcco

DMSO Dimetilsulfoxido



DMT1
DNA
DP
DTNB
DW
DBH
EDTA
EPM
ERN
ERO
Fe’+
Fe’+
GABA
GPx
GR
GSH
GSSH
H>O»
HTT
LDH
LOOs
LOOH
LOX
LRP1
MT
MTF
MTT
NADPH
NGF
NMDA
NO
NPSH

Transportador de metal divalente 1

Acido desoxirribonucleico

Doenga de Parkinson
(5,5’-Ditio-bis(Acido 2-Nitrobenzoico)
Doenca de Wilson
Dopamina-B-hidroxilase

Acido etileno-diamino tetracético

Erro padrao da média

Espécies reativas de nitrogénio

Espécies reativas de oxigénio

fon ferroso

fon férrico

Acido gama-aminobutirico

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutationa

Glutationa oxidada

Pero6xido de hidrogénio

Proteina mutante Huntingtina

Lactato desidrogenase

Radical peroxil

Hidroperoxido de lipidio

Lisil oxidase

Proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteina
Metalotioneinas

Fator de transcri¢do responsivo a metais 1
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Fator de crescimento do nervo
N-metil-D-aspartato

Oxido nitrico

Ti6is nao proteicos



ONOOr
PA
PAM
PBS
PHM
PrPC
Prxs
PSH
RNA
RT-PCR

SDH

Se

SFB

SH

SNC
SOD
SOD1
SOD2
SOD3
STEAP2
TBOOH
TCA
TFK
-Toce
Trx
Trx-S2
TrxR

Vermelho neutro

Oxigénio molecular

Anion superoxido

Radical hidroxila

Peroxinitrito

Poliaminas

Peptidil-glicina a-amidante monoxigenase
Tampao fosfato salina
Peptidilglicina-o-hidroxilante
Proteina prionica celular
Peroxirredoxinas

Tidis proteicos

Acido ribonucleico

Reagdo de transcriptase reversa seguida de reagcdo em cadeia da
polimerase

Succinato desidrogenase

Selénio

Soro fetal bovino

Grupo sulfidrila

Sistema nervoso central
Superoxido dismutase

Cu/Zn superoxido dismutase

Mn superdxido dismutase
Superoxido dismutase extracelular
Do inglés six-transmembrane epithelial antigen of prostate 2
Hidroperodxido de t-butil

Acido tricloroacético

Tampao fosfato de potéssio
Tocoferoxil

Tiorredoxinas

Tiorredoxina oxidada

Tiorredoxina redutase



/n

Zinco



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ettt ee et et v e e ee e e e enenas 17
1.1 METABOLISMO DO COBRE.........ooiiiieeeeeeeeeee et 18
1.2 CUPROENZIMAS ...ttt ettt te et e e s e e s e s v e e sare e e nnaeennes 21
1.3 IMPORT NCIA DO COBRE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC).... 23
1.4 EFEITOS TOXICOS DO EXCESSO DE COBRE INTRACELULAR............... 26
1.5 DOENCAS RELACIONADAS AO EXCESSO DE COBRE...........cccceeeuvennee. 27
1.5.1 Doenca de Wilson (DW) ... 27
1.5.2 Doencas neurodegenerativas...............cooeovviieieiiiieeeniiiee e 28
1.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE ..ottt 30
1.6.1 Antioxidantes na0 enZzimMAtiCoS ......................oooiiiiiieiiiii e, 30
1.6.2 Antioxidantes enzimatiCos.....................ocooiiiiiiiiiii e 32
2 OBUJIETIVOS ...ttt ettt ettt et eesta e e asaesteeenseenens 35
2.1 OBJETIVO GERAL.......ooiiiieeeeeeeee ettt et e 35
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 35
3 MATERIAIS E METODOS ..o 36
3.1 CULTIVO CELULAR E EXPOSICAO AO CUSO4....c.oovoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 36
3.2 VIABILIDADE CELULAR ...ttt 36
3.2.1 Ensaio do MTT ...t 36
322 Ensaio do vermelho NeUtro .................ccoovviiiiiiiiiiiiiee e 37
3.3 NIVEIS DE TIOIS NAO PROTEICOS (NPSH) E TIOIS PROTEICOS (PSH). 37
34 ENSAIO DHE (DI-HIDROETIDIO) PARA MENSURACAO QUALITATIVA
DE SUPEROXIDO ......ooomiviveiiieciesesiee s 38
3.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES .......coooiiiieeieeeeeeeee 38
3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS ..o, 39
3.7 EXPRESSAO POR RT-PCR EM TEMPO REAL DE GPX1, GR E SOD......... 39
3.7.1 EXtracao do RINA ... ..o e e 40
3.7.2 Sintese do CDINA ... ...t e e e s e e e are e e e e naaaea s 40
3.7.3 RT-PCR em tempo real.............cooooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 40
3.8 ANALISE ESTATISTICA ..o 42
4 RESULTADOS ...ttt ettt ettt sbeesteaesbeessaesnsaessneens 43
4.1 VIABILIDADE CELULAR ..ottt 43
4.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES .......coooiiiiieeeeeeeeeeeee 45
4.2.1 CatalaSe..........ooiiiiiiii e e e e e e e e aaaea s 45
422 Glutationa peroxXidase .............ccooceiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 46
423 Glutationa redutase .................ooooviiiiiiiiiiii e 47
424 Superoxido diSIMULASE. ...........c.oooviiiiiiiiiiiie e 48
43 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO (PSH, NPSH E DHE).............. 49
4.4 CONTEUDO RELATIVO DE MRNA DE ENZIMAS RELACIONADAS AO

SISTEMA ANTIOXIDANTE ...ttt 51



DISCUSSAO .....
CONCLUSAO...
REFERENCIAS



17

1 INTRODUCAO

O micronutriente essencial cobre (Cu) atua como um cofator catalitico chave em uma
ampla gama de processos biologicos, incluindo respiragdo mitocondrial, defesa antioxidante e
sintese de compostos bioquimicos. E importante ressaltar que a concentragdo de Cu intracelular
¢ mantida em uma faixa baixa, e um aumento moderado pode causar citotoxicidade e até morte
celular; assim, a captagdo, distribuicdo e eliminacdo de Cu sdo rigorosamente reguladas
(WALSHE, 2007). O primeiro registro da participagao do cobre como nutriente essencial data
de 1928, com a observacao do metal na eritropoiese de ratos, ¢ a sua deficiéncia nutricional
vem sendo descrita desde 1964 (UAUY, 1998; BARAN, 2004). O cobre ¢ obtido através da
nutri¢do, e os alimentos com as maiores concentragdes do elemento s3o os 6rgdos de animais
(por exemplo, figado), mariscos, frutos secos e cereais. Estima-se que sua ingestdo didria
necessaria seja em média entre 1 e 3 mg (TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2003).

Intracelularmente, o cobre atua principalmente como cofator ou componente estrutural
de varias enzimas, incluindo Cu/Zn superoxido dismutase (SOD1), citocromo c oxidase (CcO)
e ceruloplasmina (Cp) (TROCELLO et al., 2010; KAPLAN; MARYON, 2016; NAVARRO;
SCHNEUWLY, 2017; MAUNG, 2021). A deficiéncia de cobre pode levar a diminui¢ao dos
niveis dessas enzimas e afetar negativamente o metabolismo celular (LETELIER et al., 2009;
ZISCHKA; EINER, 2018).

Ainda, uma das fungdes mais significativas do cobre € a sua participagdo na producao
de neurotransmissores no cérebro, o que o torna crucial para o sistema nervoso central (SNC).
O cobre ¢ necessario para a producdo da enzima dopamina-B-hidroxilase (DBH), que ¢
responsavel pela conversdo da dopamina em noradrenalina (HSU et al., 2019; NAVARRO;
SCHNEUWLY, 2017; ZORODDU et al., 2019). Além disso, o cobre também ¢ um cofator
essencial para a producdo de mielina, que reveste os axonios dos neuronios. A mielina ¢
importante para a transmissao rapida de sinais nervosos e para a protecdo dos neurdnios
(GAIER; EIPPER; MAINS, 2013; GROMADZKA et al., 2020). A deficiéncia de cobre pode
levar a danos na mielina e consequentemente a doencas neurologicas (BISAGLIA; BUBACCO,
2020; WANG et al., 2014).

O cobre também estd envolvido na prote¢do contra o estresse oxidativo, o qual decorre
da existéncia de um desequilibrio entre compostos antioxidantes e oxidantes, favorecendo a
geragdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) em detrimento da velocidade de

remocao destes. Esse processo conduz a oxidag¢do de biomoléculas com consequente perda de
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suas fung¢des biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestagdo ¢ o dano oxidativo
potencial contra células e tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; URIU-ADAMS;
KEEN, 2005). Neste sentido, o SNC ¢ especialmente suscetivel ao estresse oxidativo, e a
deficiéncia de cobre pode levar a danos no cérebro, assim como em outros 6rgaos, devido a
diminuicao da atividade da SODI.

Por outro lado, um aumento nas concentracdes deste metal pode ser citotdxico,
principalmente relacionado a inibicao de funcao de proteinas e a producao de ERO pela reagao
de Fenton (URIU-ADAMS; KEEN, 2005). Esse aumento pode levar ao estresse oxidativo,
danos ao DNA e até mesmo a morte celular (SCHEIBER; DRINGEN, 2013). Por isso, ¢
importante que as células mantenham um equilibrio adequado de cobre intracelular para

garantir seu bom funcionamento e prevenir danos celulares.

1.1 METABOLISMO DO COBRE

O cobre ¢ um mineral essencial que é adquirido através da dieta. Apos a ingestdo, o
cobre ¢ absorvido no intestino delgado, na por¢ao do duodeno (MANSON, 1979). A captacao
de cobre pelas células epiteliais intestinais ¢ mediada principalmente pelo transportador de
cobre 1 (Ctrl), localizado no é&pice dos enterocitos. O transportador de metal divalente 1
(DMT1) também atua no transporte do cobre para o interior da célula, e tanto o Ctrl quanto o
DMT1 sdo os transportadores mais utilizados para a internalizacdo do metal pelas células
(ILYECHOVA et al.,2019). A captagao do cobre ¢ facilitada pela atividade de metaloredutases,
como a citocromo b duodenal (DCYTB) (DANCIS et al., 1992; GEORGATSOU et al., 1997),
que reduzem Cu®* (divalente) a Cu” (monovalente), visto que o Ctrl transporta o estado idnico
de Cu; j4 o transportador DMT1 transporta cobre em ambos os estados de oxidacdo (Cu?*/Cu®)
(ILYECHOVA et al., 2019). Apds absorg¢do pelo trato gastrointestinal, o cobre ¢ secretado no
sangue (circulagdo portal) pelos enterdcitos através da ATPase alfa transportadora de cobre
(ATP7A), e neste local ¢ ligado a proteinas como albumina, transferrina, ao aminoéacido
histidina e macroglobulinas. Apds atingir o figado, os hepatdcitos mediam a captacao de Cu
também via Ctrl/DMT1 (Figura 1) (WEISS, 1985; LIU et al., 2007; MORIYA et al., 2008;
RAMOS et al., 2016).

Dentro do citoplasma, o Cu ¢ entdo entregue a proteinas especificas por chaperonas de
Cu, ou sequestrado por metalotioneinas (MT) ou glutationa (GSH) para armazenamento,

evitando que haja danos oxidativos durante o processo de internalizagdao do cobre (PUFAHL et



19

al., 1997, HEATON et al., 2001; KUMAR et al., 2016; BOYD et al., 2020). As chaperonas de
Cu incluem Cox17 (que fornece Cu para CcQO), CCS (chaperona de cobre para SODI1) que
fornece Cu para superoxido dismutase 1, e Atox] (chaperona antioxidante 1 de cobre) que
fornece Cu para ATP7B (ATPase beta transportadora de cobre). A ATP7B bombeia ions Cu do
figado de volta para o sangue, onde esses se ligam principalmente a Cp, para ser transportado
a outros tecidos (CATER et al., 2006; GOTO et al., 2020; BISAGLIA; BUBACCO, 2020;
SQUITTI et al., 2021). Ao chegar nos tecidos alvo, o Cu ¢ distribuido para as enzimas
dependentes de cobre (como comentado acima), participando de varias reacdes em processos
fisiologicos, incluindo produgdo de energia mitocondrial, metabolismo de tirosina e
neurotransmissores, homeostase redox e remodelagdo da matriz extracelular (CSISZAR, 2001;
LUTSENKO; BHATTACHARIJEE; HUBBARD, 2010; LUTSENKO, 2016). O excesso de
cobre ¢ eliminado do organismo através da bile, que € secretada no intestino delgado e excretada
nas fezes. A eliminacdo de cobre é controlada pela ATP7B presente nas células do figado
(Figura 1) (COBINE; MOORE; LEARY, 2021).

No SNC, os astrocitos - que fazem parte da barreira hematoencefalica - sdo as primeiras
células deste tecido a terem contato com o cobre proveniente da circulacdo sanguinea
(DRINGEN et al., 2007; SCHEIBER; SCHMIDT; DRINGEN, 2012). Por esse motivo, essas
células sdo eficientes na captacao do cobre e protegem os neuronios dos efeitos toxicos deste
elemento, j& que os neurdnios sao mais suscetiveis a uma elevagao nas concentracdes do metal
(ASHRAF et al., 2019). Como ocorre para a internalizacdo do cobre pelos enterocitos, para que
o metal seja captado pelos transportadores Ctrl, independentemente do tipo de célula, este deve
ser reduzido por metaloredutases, como STEAP2 (do inglés six-transmembrane epithelial
antigen of prostate 2) e citocromo b férrica/ctprica redutase. Apos a redugdo desse elemento
ele ¢ entdo transportado até o citoplasma (DOGUER; HA; COLLINS, 2018). A eliminagdo do
cobre pelos astrocitos ¢ realizada pelas ATPases ATP7A e ATP7B, sendo o transportador
ATP7A o mais expresso nessas células (Figura 1) (SCHEIBER; SCHMIDT; DRINGEN, 2012).
Essas células sdo responsaveis por disponibilizar o cobre para as demais células do SNC. Em
condi¢des de sobrecarga de cobre, o excesso do metal ¢ eficientemente absorvido pelos
astrocitos e armazenado em MT ou como complexo GSH para prevenir a neurotoxicidade

induzida pelo cobre (SCHEIBER; DRINGEN, 2013).
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Figura 1 — Absor¢ao e metabolismo do cobre no organismo humano
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A) Absor¢io do cobre pelos enterdcitos. O cobre extracelular é reduzido pelas redutases de Cu?" a Cu’, que é
transportado para dentro da célula através do transportador de Cu Ctrl. Em sequéncia, o metal ¢ entregue a
metalochaperonas de Cu citosolicas, que fazem a transferéncia para enzimas dependentes de cobre. A proteina
ATP7A ¢ responsavel pela exportagdo desse metal dos enterdcitos para a liberagdo na circulagdo portal. Para
entrada nos hepatocitos, o cobre ¢ internalizado pelo transportadores de cobre, transferindo o metal as chaperonas
de cobre, para este ser incorporado nas cuproproteinas. A eliminag@o do cobre no organismo se da através da bile,
pelo transportador ATP7B. A proteina transportadora ATP7B também incorpora o cobre na ceruloplasmina (Cp),
sendo esse complexo liberado na corrente sanguinea (Cp-Cu) para que o cobre seja distribuido aos demais tecidos,
incluindo o SNC. B) Metabolismo intracelular do cobre nos astrocitos. Os astrdcitos realizam a captagdo do cobre
e o disponibilizam para outras células neurais. O cobre, depois de reduzido pelas redutases, ¢ absorvido pelos
astrocitos pelo transportador Ctrl e por mecanismos independentes de Ctrl, como o transportador DMT1. O cobre
acumulado ¢ armazenado nos astrocitos como complexo com GSH ou em metalotioneinas (MT). Além disso, o
cobre ¢ transportado para seu alvo celular especifico, pelas metalochaperonas de cobre CCS para SOD1, por Cox17
para Scol/2 e Cox11 para posterior incorpora¢do na CcO e pela Atox1 onde disponibiliza o cobre as ATPases
ATP7A e ATP7B. A ATP7A transporta cobre para o aparelho de Golgi para posterior incorporagdo em enzimas
dependentes de cobre. Quando os niveis de cobre celular aumentam acima de um certo limite, o ATP7A transloca-
se reversivelmente por meio de vesiculas para a membrana plasmatica para exportar cobre. Fonte: adaptado de
DRINGEN; SCHEIBER; MERCER, 2013; VERWILST; SUNWOO; KIM, 2015; BISAGLIA ¢ BUBACCO,

2020. Figura produzida com o auxilio do software Biorender (O autor, 2023).
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1.2 CUPROENZIMAS

O cobre tem um papel importante no equilibrio metabdlico, visto que esse elemento ¢é
incorporado e tem especificidade em muitas proteinas estruturais e com fungdes enzimaticas.
As cuproenzimas sdo dependentes do cobre para seu funcionamento, sendo elas, citocromo ¢
oxidase (CcO), dopamina-B-monooxigenase (DBH), peptidil-glicina a-amidante monoxigenase
(PAM), intra e extracelular Cu/Zn superdxido dismutases (SODI1 e 3), tirosinase, lisil oxidase
(LOX) e ceruloplasmina (Cp) (LINDER; HAZEGH-AZAM, 1996; LINDER, 2010).

A CcO ¢ um complexo enzimatico da membrana mitocondrial interna, sendo o tltimo
complexo presente na cadeia de transporte de elétrons, reduzindo o oxigénio a agua. O
complexo IV ainda tem o papel de bombear protons através da membrana mitocondrial interna
para o espaco intermembranas, para que haja o potencial de membrana mitocondrial, necessario
para a sintese de ATP (KHALFAOUI-HASSANI et al., 2018). Na CcO estdo inseridos trés
atomos de cobre: dois dtomos na subunidade I, envolvidos na transferéncia de elétrons do
citocromo para o centro heme a3-CuB, e um atomo na subunidade II, que tem como fungao
reduzir o oxigénio (SHOUBRIDGE, 2001; GAO et al., 2012, BRISCHIGLIARO; ZEVIANI,
2020).

A DPBH participa de uma via com varias enzimas, que produzem catecolaminas que vao
atuar como hormonios e neurotransmissores. A DBH realiza a conversdo da dopamina levando
a formagdo de noradrenalina/norepinefrina (CREVELINE et al., 1962; ROBERTSON;
HOLLISTER; BIAGGIONI, 1991). Essa cuproenzima possui dois sitios cataliticos que contém
cobre, desenvolvendo diferentes fungdes na sua atividade enzimatica. A DBH ¢ importante
bioquimicamente e farmacologicamente, pois as monoaminas sdo importantes mensageiros
intracelulares, como neurotransmissores € hormodnios, e envolvem a regulagdo de funcdes
neuronais, comportamento e emoc¢ao em mamiferos (RAHMAN et al., 2009; RAHMAN et al.,
2012).

PAM ¢ normalmente uma enzima ligada a membrana ou a vesiculas, e essa enzima
possui um dominio que se liga ao cobre, referido como monooxigenase peptidilglicina-o-
hidroxilante (PHM), o qual catalisa a hidroxilagdo da glicina C-terminal em um grande ntimero
de neuropeptideos inativos (EIPPER et al., 1992; PROCHASKA et al., 1997). A PAM faz
modificagdes pos-traducionais de muitos neuropeptideos, incluindo a oxitocina, vasopressina,
neuropeptideo Y, colecistocinina, gastrina, entre outros (PROHASKA; BRODERIUS, 2006;
BOUSQUET-MOORE; MAINS; EIPPER, 2010).
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As Cu/Zn superdxido dismutases (SOD) sdao enzimas antioxidantes responsaveis pela
dismutagdo de dois anions superdxido (produto gerado da respira¢do celular), para formar
peréxido de hidrogénio e oxigénio. A SODI tem mondmeros ligando-se a um ion de cobre e
zinco ligado por pontes dissulfeto. Essa enzima pode ser encontrada em abundancia no
citoplasma, mas pode ser encontrada também, em quantidade menores, no espaco
intermembranas mitocondrial (GREENLEAF et al., 2004; SHIN et al., 2009; FETHEROLF et
al., 2017). A SOD3 contém também ions Cu e Zn, e catalisa a mesma reagdo que a enzima
SODI1, sendo encontrada no meio extracelular. A SOD3 ¢ estabilizada por uma ligagao
dissulfeto intra-subunidade adicional n3o encontrada na SOD1 (MARKLUND, 1984;
MARKLUND, 1985). Desta forma, o cobre ¢ essencial para que essas isoformas de SOD
consigam realizar suas atividades antioxidantes e redox (SHIN et al., 2009; FETHEROLF et
al.,2017).

A LOX ¢ uma amino oxidase dependente de cobre que ¢ capaz de oxidar substratos de
amina primaria a aldeidos reativos (LARGERON, 2011). Os aldeidos produzidos passam por
reacdes quimicas espontaneas com outros aldeidos derivados de LOX, ou com residuos de lisina
nao modificados, resultando na reticulacao de colageno e elastina, essencial para a estabilizacao
das fibrilas de colageno e para a integridade e elasticidade da elastina madura (SMITH-
MUNGO; KAGAN, 1998; STITES; MITCHELL; RUCKER, 2000). A LOX pode apresentar
quatro diferentes isoformas, sendo que todas contém um dominio de ligacdo ao cobre. Esse
elemento se torna essencial para a reoxidagdo do cofator lisil tirosilquinona, que realiza a
desaminagdo oxidativa dos residuos de lisina e hidroxilisina que existem nos precursores do
colageno e da elastina (CSISZAR, 2001; HALPER; KJAER, 2014).

A tirosinase ¢ uma oxidase que também ¢ dependente de cobre, sua fungdo ¢ catalisar
principalmente as etapas iniciais da biossintese de melanina (RILEY, 1997; SLOMINSKI,
2004). As tirosinases sdo enzimas que exibem atividade monooxigenase ¢ oxidase e ambas as
atividades ocorrem devido a ligagdao do dioxigénio aos dois a&tomos de cobre, localizados no
sitio ativo (CLAUS; DECKER, 2006; WOGELIUS et al., 2011).

A Cp ¢ a principal proteina do plasma sanguineo contendo Cu. Essa proteina ¢ uma
ferroxidase que converte Fe?* em Fe’" na membrana plasmatica das células, sendo assim,
implicada na mediagao do efluxo de ferro de certas células. Também tem a func¢do de inativacao
oxidativa do 6xido nitrico e algumas aminas biogénicas (como catecolaminas e serotonina)

(SHIVA, et al., 2006; VASHCHENKO; MACGILLIVRAY, 2013), bem como atua como uma
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proteina de transporte de cobre na circulacdo (BIELLI; CALABRESE, 2002; RAMOS et al.,
2016).

1.3 IMPORTANCIA DO COBRE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Além de ser essencial para o funcionamento das enzimas citadas acima, o cobre também
esta envolvido em importantes reagdes que ocorrem no SNC. A contribui¢cdo do cobre para as
células neurais ndo se limita aos cofatores de enzimas redox, mas também inclui a transmissao
sindptica, o direcionamento axonal e a regulacdo das cascatas de sinaliza¢ao induzidas por
fatores neurotroficos. O cobre ndo apenas modula diretamente os receptores de
neurotransmissores nas sinapses, mas também afeta o trafego das vesiculas sindpticas e modula
as interagdes entre as proteinas envolvidas nas vias das vesiculas secretoras (GAIER; EIPPER;
MAINS, 2013; SCHEIBER; MERCER; DRINGEN, 2014).

Observou-se que o cobre tem efeitos inibitorios ou estimulantes nos processos de
proliferacdo neuronal induzidos pela modulacdo da acdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) e do fator de crescimento do nervo (NGF) (MORIYA et al., 2008; LINDER,
2016; RAMOS et al., 2016; ANTONUCCI ef al., 2017). Este elemento pode interagir com o
dominio N-terminal do BDNF, afetando sua conformacao, assim como a ligagdo do BDNF ao
receptor neuronal (receptor da tropomiosina B quinase) (CHAO, 2003; TRAVAGLIA et al.,
2012; NALETOVA et al., 2019). A interagdao entre o cobre-NGF pode estimular o acimulo
deste metal nas células e induzir a metilagdo de proteinas dependentes de cobre ou o
crescimento de neuritos. Por outro lado, foi determinado que o cobre impede que o NGF induza
neuroprote¢do contra danos oxidativos. Esses efeitos podem depender do tipo de célula e da
concentracao de cobre, a qual afeta varios processos em que o metal esta envolvido, incluindo
estresse oxidativo, metilagdo de proteinas ou crescimento de neuritos (WANG et al., 1999;
ROSS et al., 2001; BIRKAYA; ALETTA, 2005).

Esse elemento estd localizado nos terminais sindpticos e pode ser liberado por
despolarizagao da membrana plasmatica. O controle da liberagdo de cobre nas sinapses ¢ critico
para regular a transmissao sinaptica e ¢ controlado por ATP7A (BLANKE; VANDONGEN,
2009; JOHNSON; CONN; NISWENDER, 2009; LIU, J. et al., 2019). O cobre, por exemplo,
pode controlar a transmissdo sinaptica por atuar nos receptores de neurotransmissores, visto
que pode interagir com receptores ionotropicos, como os receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato) e AMPA (4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolpropidnico), com o receptor
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de GABA (4cido gama-aminobutirico), e com receptores purinérgicos (D'AMBROSI; ROSSI,
2015).

Apo6s a estimulagdo do receptor NMDA pelo glutamato, os ions de célcio entram na
célula e induzem a translocacao de cobre-ATP7A para sinapses e liberagao de cobre na fenda
sinaptica, quando liberado o cobre em excesso pode inibir o receptor NMDA (SCHLIEF;
CRAIG; GITLIN, 2005), prevenindo a excitotoxicidade glutamatérgica. No receptor AMPA,
que permite a entrada de ions sodio na célula, o cobre exposto de forma aguda induz um
mecanismo para a inibicdo desse receptor, envolvendo a oxidagdo da cisteina presente na
proteina, bloqueando a neurotransmissdo. Porém, em uma exposi¢ao cronica, observou-se que
o metal pode aumentar a atividade destes receptores ionotropicos (PETERS et al., 2011). O
cobre também pode interagir com o receptor de GABA, o qual ¢ o principal neurotransmissor
inibitorio do cérebro, inibindo-o (D'AMBROSI; ROSSI, 2015). Além disso, relata-se que a
interagdo do cobre com receptores purinérgicos também pode ter efeito dual, podendo ativar ou
inibir estes receptores, dependendo da familia do receptor purinérgico analisado, as quais
possuem sitios distintos de ligagdo ao metal (D'AMBROSI; ROSSI, 2015).

Ainda, a APP (proteina precursora de amiloide) ¢ uma proteina transmembranar tipo I
altamente expressa no sistema nervoso humano e, que apos a clivagem pela B-secretase, origina
polipeptideos toxicos, que se acumulam em placas nas regides cortical e hipocampal do cérebro,
sendo responsaveis pela patogénese da doenca de Alzheimer (DA). O cobre, com grande
afinidade por cisteina, se liga a APP, prevenindo assim a clivagem amiloidogénica. O APP faz
migracao do reticulo endoplasmatico para a membrana plasmatica, dependentemente do cobre,
sendo que esse metal promove uma fosforilagdo de APP. Essa proteina ndo tem sua funcao
esclarecida, porém ¢ uma boa candidata para modular os efeitos do cobre na transmissao e
plasticidade sinaptica (ACEVEDO et al., 2011; D'’AMBROSI; ROSSI, 2015).

Esse metal estd presente também na ligagdo ao dominio N-terminal da proteina pridnica
celular (PrPC), que se acredita que esteja envolvida no metabolismo do cobre, auxiliando
também no transporte do metal através da membrana plasmatica. Esta capacidade de ligar-se
ao cobre e sua localizagdo levam a crer que PrPC age controlando os niveis de cobre nas
sinapses. A ligacdo com o cobre também induz alteragdes conformacionais na PrPC,
promovendo sua interagdo com NMDA, diminuindo a atividade deste, prevenindo assim a
excitotoxicidade glutamatérgica. Esse elemento também pode induz uma elevagao de PrPC,
que ¢ modulada através da regulacdo positiva da transcricdo mediada pela ataxia-telangiectasia

mutada (ATM), e essa elevagdo de PrPC desempenha um mecanismo celular protetor para
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prevenir o acumulo de ERO, induzido pelo cobre, e consequentemente a morte celular
(HWANG; PARK; KOH, 2007; QIN et al., 2009; D'AMBROSI; ROSSI, 2015).

Ainda, foi demonstrado que o cobre regula diretamente a atividade de varios fatores de
transcrigdo, embora o mecanismo nao seja claro. Em mamiferos, em particular, os fatores de
transcri¢do responsivos ao cobre precisam de um dominio de ligacdo ao metal; no entanto
alguns fatores de transcri¢@o respondem ao cobre mesmo sem conter esse dominio. Foi proposto
que o excesso do metal atua para deslocar outros ions (como o zinco), alterando assim a
conformagao do fator de transcri¢ao que contém um dominio de ligagdo ao zinco, por exemplo.
Isso pode ocorrer no caso da proteina reguladora do gene MTF-1 (fator de transcri¢ao
responsivo a metais 1), levando a expressao do mRNA para a-syn (alfa-sinucleina) no SNC

(HWANG; PARK; KOH, 2007; D'AMBROSI; ROSSI, 2015).
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Figura 2 — Fung¢ao do cobre nas sinapses e modulagdo dos receptores de neurotransmissores

O cobre (pontos verdes) liberado nas sinapses pode modular a fungdo dos receptores de neurotransmissores
ionotropicos. Essa regulacdo as vezes mostra um comportamento bifasico, inibitorio ou estimulante (+ e —),
afetando também a plasticidade sinaptica, a potencializagdo de longo prazo e a morte celular excitotdxica. O cobre
pode interferir o transporte de APP (Proteina Precursora de Amildide) para a membrana plasmatica, o que pode
modular a funcdo dessa proteina na sinapse. Ainda, a proteina de ligagdo ao cobre PrPC (proteina prion celular)
ao complexar o cobre pode modular alostericamente a fungao do receptor de glutamato (pontos roxos) NMDA (os
quais sdo receptores ionotropicos de glutamato) por um mecanismo de intera¢ao proteina/proteina. Fonte: adaptado

de D'AMBROSI; ROSSI, 2015.

1.4 EFEITOS TOXICOS DO EXCESSO DE COBRE INTRACELULAR

Em humanos, a intoxicagdo por cobre pode ocorrer por ingestdo acidental de agua
contaminada, exposi¢ao ocupacional ou por disturbios genéticos que levam a uma acumulagao
excessiva de cobre no organismo (BOST et al., 2016). O cobre ¢ um elemento essencial para
diversas fungdes, no entanto, em excesso, o cobre pode ser toxico para as células (ZISCHKA;
EINER, 2018). O cobre livre ¢ muito ativo em reagdes de oxido-redugdo, capacitando esse
metal como potente catalisador das reacdes de geracdo de ERO podendo promover o estresse

oxidativo. A propriedade intrinseca de oscilar entre o estado reduzido, confere a esse metal a
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participagdo, se ndo controlada, de catalisar também a reagdo de Fenton e Haber-Weiss. A
reacdo de Fenton corresponde a geracdo de radical hidroxila (OH-), por meio da reagdo do
peréxido de hidrogénio (H20O2) com o cobre, enquanto na reagdo de Haber-Weiss, o cobre
catalisa a reagdo entre o H>O; e o radical anion superoxido (O2’), a fim de gerar, da mesma
forma, o radical OH- (BRYCE; GURD, 1966; SUZUKI; KARASAWA; YAMANAKA, 1989;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; LETELIER et al., 2009).

As ERO, quando produzidas em massa, podem modificar e alterar a fungao de proteinas,
lipidios e acidos nucleicos, o que pode resultar em morte celular. Além disso, no cérebro, a
reacdo do oxido nitrico (NO), molécula sinalizadora da neurotransmissdo, com O>" ou com tidis
endogenos, produz as espécies reativas de nitrogénio (ERN) peroxinitrito (ONOO") ou S-
nitroso-tiois, respectivamente. Tanto as ERO como as ERN, quando produzidas em niveis
elevados, estdo associadas a danos oxidativos e doencas neurodegenerativas (GREENOUGH;
CAMAKARIS; BUSH, 2013).

O cobre livre pode também se ligar a residuos de cisteina presente em proteinas,
inativando assim as enzimas (CECCONI et al., 2002; LETELIER et al., 2009), como, por
exemplo, podendo interromper a organizacdo e a funcdo dos complexos proteicos
mitocondriais, levando a disfungdo mitocondrial (ARCIELLO; ROTILIO; ROSSI, 2005), ou
ainda pode causar agregacao e fibrilacao de proteinas (ATWOOD et al., 2004; RASIA et al.,
2005). Além disso, esse elemento pode induzir modificagcdo oxidativa da lipoproteina de baixa
densidade, resultando em alteragdes do transporte reverso do colesterol com actimulo de
colesterol nos tecidos periféricos e enriquecimento de lipoproteinas aterogénicas com ésteres
de colesterol (HAIDARI ef al., 2001). Além disso, os ions de cobre podem incitar a oxidagao
da dopamina e catecolaminas relacionadas, formando assim complexos com a dopamina
oxidada, que por sua vez pode danificar o DNA (SQUITTI ef a/, 2006; SPENCER et al., 2011).

Ainda, o excesso de cobre pode interferir na homeostase do ferro, diminuindo a sua
disponibilidade para as células (URIU-ADAMS; KEEN, 2005). O metabolismo do cobre e do
ferro estdo interligados pela atividade ferroxidase da ceruloplasmina. Essa cuproenzima atua
oxidando o Fe*? (ion ferroso) em Fe** (ion férrico), processo que possibilita que o ferro possa

se ligar a transferrina sérica que o transporta a nivel plasmatico (DIAZ et al., 2015).
1.5 DOENCAS RELACIONADAS AO EXCESSO DE COBRE

1.5.1 Doeng¢a de Wilson (DW)
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A DW ¢ um exemplo classico de uma condicao de sobrecarga de Cu. Essa patologia ¢
autossdmica recessiva, caracterizada por varias mutagdes do gene ATP7B. Com a funcdo do
ATP7B defasada, ha um prejuizo da excre¢do de cobre que, consequentemente, leva a um
acumulo persistente de cobre no cérebro, figado e outros tecidos (CZLONKOWSKA et al.,
2018). O excesso de cobre e sua toxicidade ¢ considerada a principal causa de danos aos 6rgaos
em pacientes com DW. Os portadores dessa patologia apresentam lesdes generalizadas no
mesencéfalo, tdlamo e cerebelo, bem como atrofia cortical (SCHEINBERG; STERNLIEB,
1996; HALLIWELL, 2006; HUSTER et al., 2007). A perda de neuronios € a ocorréncia de
anormalidades na morfologia dos astrocitos sdo caracteristicas neuropatoldgicas tipicas em
pacientes com essa doenca (BERTRAND et al., 2001). Como consequéncia desse acumulo de
Cu, os pacientes com DW apresentam sintomas neuroldgicos, como tremores, sindrome
acinético-rigida (parkinsonismo), ataxia e distonia; outros achados neuroldgicos comuns podem

incluir disartria, espasticidade e falta de coordenagao motora (POUJOIS; WOIMANT, 2018).

1.5.2 Doencas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sdo um grupo de doencas que se desenvolvem em
células neurais e causam a morte progressiva delas. Essas doengas podem ser causadas por
fatores genéticos ou ambientais, incluindo a exposi¢do a metais toxicos, como o cobre. A DA
(doenga de Alzheimer) ¢ uma das doencas neurodegenerativas mais comuns, € tem como
caracteristica a deposicao de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares na massa cinzenta,
devido ao processamento da proteina precursora amildéide (APP) (que resulta na agregacdo de
peptideos B-amildide - APB), e da agregagdo da proteina tau hiperfosforilada, respectivamente
(GUZIOR, 2015).

Virias evidéncias vém sendo apresentadas que implicaram que a homeostase alterada
do Cu pode ser associada a DA. Relata-se que os niveis de Cu total e livre aumentam no soro
de pacientes com DA em comparagdo com controles saudaveis (SQUITTI et al., 2002;
BUCOSSI et al., 2011; SQUITTI et al., 2014), apesar dessas alteracdes nao serem observadas
por todos os autores que analisaram os niveis do metal entre pacientes com DA e idosos sem
doencgas neurodegenerativas. O excesso de Cu poderia ligar-se aos peptideos AP diretamente,
com alta afinidade, aumentando a agregagdo de AP e conduzindo ao aumento da
neurotoxicidade (ATWOOD et al., 2004; CHEIGNON et al., 2018). A ligagdo de Cu a AP

forma dimeros B-amiloides ligados a ditirosina neurotoxicos, o que leva a evitar que esses
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dimeros se degradem em mondmeros e, portanto, podem ser relevantes para a formacao de
placas amildides. Ainda, descreve-se que os complexos Cu-AP reduzem a expressdo de LRP1
(proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteina), reduzindo ainda mais a depuragdo de AP,
e consequentemente aumentando a deposicao de placas amiloides no cérebro (ATWOOD et al.,
2004; KITAZAWA; HSU; MEDEIROS, 2016).

Além da DA, concentragdes anormalmente altas de Cu foram encontradas no corpo
estriado em pacientes com Doenga de Huntington (DH) e em camundongos usados como
modelos para DH (DEXTER et al., 1991; FOX et al., 2007). A DH ¢ uma rara doenga
neuroldgica autossdmica dominante caracterizada por uma perda progressiva das fungdes
motoras, psiquiatricas e cognitivas. Acredita-se que a DH seja causada por uma expansao
anormal da repeticdo de poliglutamina no terminal N da proteina mutante Huntingtina (HTT),
que leva a formagao de proteinas HTT mutantes que tendem a se agregar. Em neuronios, isso
leva a redu¢do da producdo de energia, estresse oxidativo e neurodegeneracdo (STURROCK;
LEAVITT, 2010).

O aumento nos niveis de Cu pode levar a agregacdo da proteina HTT pois interage com
os residuos de histidina no terminal N da proteina. Ainda, ensaios in vitro mostraram que o Cu
se liga a proteina HTT em seu residuo de glutamina, e que os quelantes de Cu podem inibir a
formagdo de agregados HTT mutantes, enquanto a suplementacdo de Cu promove a formagao
de agregados (FOX et al., 2007). O Cu também pode contribuir com a progressao dessa doenca
pela inibicdo das desidrogenases mitocondriais, como a succinato desidrogenase (SDH) e a
lactato desidrogenase (LDH), que sdo suscetiveis a inativagdo mediada pelo Cu (SHELINE;
CHOI, 2004; PAMP et al., 2005).

O desenvolvimento de outra doenga neurodegenerativa que vem sendo associado ao
excesso de cobre ¢ a Doenga de Parkinson (DP), a qual tem como principais caracteristicas a
perda dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra do cérebro, assim como formacao de
fibrilas de a-sinucleina que tendem a se agregar e a formar os corpos de Lewy (LI et al., 2020).
A formacdo dessas estruturas ocorre devido ao mal dobramento da proteina a-sinucleina,
ocasionando a formacdo de oligdmeros e posteriormente de fibrilas insoliveis, que ao se
associarem a outras moléculas como as proteinas neurofilamentares e ubiquitina, resultam na
formagdo dos corpos de Lewy (FAN; LIU; WU, 2021). Como comentando anteriormente, o
excesso de cobre pode ser neurotoxico, visto que pode catalisar a formacao de ERO pelas
reacdes de Fenton e Haber-Weiss (LETELIER et al., 2009), além de promover a oxidagdo da

dopamina, que também leva a geracdo de compostos toxicos (ERO e dopamina-quinona)
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(PHAM; WAITE, 2014). Os produtos finais gerados por essa oxida¢gdo da dopamina catalisada
pelo cobre geram ainda danos ao DNA (SPENCER et al., 2011). Ainda, alguns autores tém
relacionado o excesso de cobre com a formagdo dos corpos de Lewy, ja que o metal possui
afinidade com a a-sinucleina, promovendo a formagao de conformagdes da proteina que tendem
a se agregar (PAIK et al., 1999; UVERSKY; LI; FINK, 2001; BINOLFI et al., 2006;
BISAGLIA; BUBACCO, 2020)

1.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE

O sistema antioxidante ¢ uma importante defesa frente ao estresse oxidativo gerado pelo
cobre, sendo crucial para a eliminagdo de ERO. Os antioxidantes tém por defini¢do qualquer
substancia que, presente em menores concentragcdes que as do substrato oxidavel, seja capaz de
atrasar ou inibir a oxida¢do deste de maneira eficaz (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
Essas substancias interagem diretamente, fazendo a neutralizacdo da acdo de ERO, ou
indiretamente, fazendo parte dos sistemas enzimaticos que tenham essa capacidade. A protegao
conferida por esse sistema inclui componentes enzimaticos € ndo enzimaticos. Os componentes
enzimaticos sdo enzimas produzidas no organismo, as quais as principais incluem superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
peroxirredoxinas (Prxs) (MAXWELL, 1995). Quanto aos antioxidantes ndo enzimaticos, fazem
parte deste grupo as vitaminas € outras substancias, que incluem a glutationa reduzida (GSH),
ceruloplasmina, melatonina, 4cido urico, bilirrubina e poliaminas (PA) (BEYER, 1992;

SEQUEIRA; RAO; RAO, 2012; HE et al., 2017).

1.6.1 Antioxidantes nao enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem atuar sob diferentes formas. A GSH ¢ um
importante elemento desse sistema, sendo formada pela ligacdo peptidica entre o &cido
glutamico e a cisteina, catalisada pela enzima y-glutamilcisteina sintetase. O dipeptideo
formado liga-se ao aminodcido glicina pela acdo da glutationa sintase, formando a GSH
(IRATO et al.,2001). A GSH desempenha uma variedade de importantes fungdes fisioldgicas
e metabolicas em todas as células, podendo atuar através dos elétrons doados que provém do
grupo sulfidrila (-SH) do seu residuo de cisteina para que a GPx possa catalisar a eliminagado de

ERO (Figura 3) (HAN; MA; YIN, 2010). Essa molécula também se liga a metais endogenos,
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como Cu, Se, Cr e Zn por meio de reagdes ndo enzimaticas, que desempenham um papel
importante no transporte, armazenamento ¢ metabolismo de metais (WANG; BALLATORI,
1993; HULTBERG; ANDERSSON; ISAKSSON, 1997; HWANG et al., 2002).

Como outros exemplos de antioxidantes ndo-enzimaticos, pode-se citar a
ceruloplasmina e metalotioneina, as quais sdo metaloproteinas cobre-dependentes e mantém a
protecdo antioxidante intra e extracelular, respectivamente, que transportam e armazenam ions
de cobre (BARBOSA et al., 2010; SEQUEIRA; RAO; RAO, 2012). J4 a vitamina E atua como
um antioxidante ndo-enzimatico pois esta associado ao grupo -OH presente no grupo fendlico
contido no anel cromanol dos tocoferodis. A vitamina E doa o atomo de hidrogénio fenolico ao
radical peroxil (LOQ¢) gerando hidroperdxido de lipidio (LOOH) e radical -tocoferoxil (-Toce)
que, apesar de também ser radical, ¢ incapaz de continuar a reagdo em cadeia oxidativa. O -
Toce ¢ capaz de reagir com outro radical lipidico livre para formar um produto nao-radicalar.
Por esse processo, a vitamina E neutraliza os LOOe e bloqueia a peroxidagdo lipidica, em
especial a peroxidacdao de acidos graxos poliinsaturados, que ¢ essencial para a protecdo das
membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; HE et al., 2017). A coenzima Q10
(CoQ10), principalmente na sua forma reduzida, chamada de ubiquinol (CoQ10H2), ¢ capaz de
reduzir o a-tocoferol (vitamina E) oxidado, regenerando-o para sua forma antioxidante
(BEYER, 1992; NAVASA; VILALBA; CABOR, 2007).

Ja o 4cido urico, substancia produzida a partir da quebra de purinas (bases nitrogenadas),
atua como antioxidante inibindo a nitrosilagdo de proteinas por peroxinitritos, assim como a
peroxidacdo de lipidios (WARING; WEBB; MAXWELL, 2001). Ja as espermidina, espermina
e putrescina, promovem a estabilizacdo dos lipideos de membrana celular, mais
especificamente dos fosfolipideos. Além disso, sdo capazes de proteger o DNA das espécies
reativas (RIDER et al., 2007).

A melatonina, por sua vez, ¢ um neuro-hormonio produzido pela glandula pineal a partir
do aminodcido triptofano e € responsavel pelo controle do ritmo circadiano (DIAS et al., 2013).
Atua como antioxidante devido sua capacidade de quelar-se as espécies reativas,
principalmente as ERO (RIDER et al., 2007). A bilirrubina também ¢ um antioxidante organico
ndo enzimatico. Esse pigmento, produzido através da quebra do grupo prostético heme da
hemoglobina, ¢ capaz de captar, quando nao conjugada, o oxigénio e reagir com o radical
superoxido, além de servir de substrato redutor das peroxidases na presenca de peroxido de

hidrogénio e hidroperdxidos (STOCKER; AMES, 1987)
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1.6.2 Antioxidantes enzimaticos

Como comentado anteriormente, os antioxidantes enzimaticos compreendem enzimas
que realizam a detoxificacao de espécies reativas, como a SOD, GPx, GR, CAT e Prx (Figura
3). A SOD apresenta trés isoformas, sendo a CuZn-SOD (SOD1), que possui como cofator
cobre e zinco, encontrada no citosol; a Mn-SOD (SOD2), que possui em seus sitios ativos o
mangangs, e ¢ encontrada na matriz mitocondrial; e a SOD extracelular (ecSOD ou SOD3), que
também possui como cofator cobre e zinco, e € encontrada extracelularmente (HE et al., 2017).
Essas trés isoformas catalisam a reacao de transformacao do radical superéxido (O27) em H2O»
e Oz (TIWARI et al., 2019).

A CAT, por sua vez, ¢ encontrada principalmente nos hepatdcitos e eritrocitos, e estd
amplamente localizada em organelas subcelulares, como peroxissomos. Possui a capacidade de
transformar o H>O» em altas concentragdes em oxigénio e dgua (Figura 3) (SUNG ef al, 2013).

A GPx, uma enzima selénio dependente, atua na redugdo de H>O> e perdxidos organicos.
Durante a reagdo, a GPx utiliza como cofator a GSH, a qual é convertida a glutationa oxidada
(GSSH) e, posteriormente, a enzima GR reduz GSSH a GSH, através dos elétrons provenientes
do NADPH. Assim, a GSH pode continuar agindo como antioxidante (Figura 3) (HAN; MA;
YIN, 2010).

As Prx, juntamente com a GPx e a CAT, sdo tiois peroxidases responsaveis por degradar
0 H>0O», além de perdxidos organicos e peroxinitritos. Atuam pela utilizagdo de um residuo de
cisteina em seu sitio ativo (PARSONAGE; KARPLUS; POOLE, 2008). Nos mamiferos ja
foram identificadas 6 isoformas de Prxs: A Prx1, Prx2 e Prx6 encontradas no citoplasma, a Prx3
na mitocondria, a Prx4 no reticulo endoplasmatico, e a Prx5 presente no citoplasma,
mitocondria, peroxissomos € no nucleo. Semelhante ao que ocorre com a GSH, ao final do
processo de degradacdo dos perdxidos, as Prxs ficam em sua forma oxidada, sendo necessaria
a atuacdo das enzimas tiorredoxinas (Trx) para promover sua reducdo e permitir que as mesmas
continuem atuando na degradacdo dessas espécies reativas. A tiorredoxina oxidada (Trx-S2) ¢
reduzida pela tiorredoxina redutase (TrxR) que utiliza o NADPH como doador de elétrons
(Figura 3) (LU et al., 2009).

A exposi¢ao constante ao estresse oxidativo e o consequente desequilibrio das defesas
antioxidantes do organismo levam a alteracdes estruturais e metabolicas das células, gerando
processos patogénicos envolvidos em doencas neurodegenerativas, sendo que sob estresse de

cobre, as enzimas antioxidantes sdo cruciais para a eliminagdo de ERO.
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Figura 3 — Acao das enzimas antioxidantes

GSH

Regeneracao
enzimatica

NADP* NADPH NADP* NADPH

A superoxido dismutase (SOD) faz a degradag@o do radical superdxido (O2") em perdxido de hidrogénio (H20,) e
oxigénio molecular (O2). A CAT, por sua vez, transforma o H>O, em O, e H>O. A glutationa peroxidase (GPx)
catalisa a redugdo de H,O,, utilizando glutationa (GSH), que ¢é convertida a glutationa oxidada (GSSH);
posteriormente, a enzima glutationa redutase (GR) reduz a GSSG a GSH, através de elétrons provenientes do
NADPH. As peroxirredoxinas (Prx) catalisam a redu¢do de H,O,, ficando em sua forma oxidada e, através de
tiorredoxinas (Trx) sdo convertidas a sua forma reduzida novamente, e a Trx ¢ convertida a tiorredoxina oxidada
(Trxoxi), que por sua vez € reduzida pela tiorredoxina redutase (TrxR), que utiliza 0 NADPH como doador de

elétrons. Fonte: Figura produzida com o auxilio do software Biorender (O autor, 2023).

O contetido e a expressdo das enzimas antioxidantes, assim como os mecanismos de
defesa antioxidante nao-enzimdticos, diferem entre as diferentes células presentes no
organismo. Assim, espera-se que dependendo da célula, podem ocorrer diferentes respostas ao
estresse oxidativo desencadeado pelo excesso de cobre. Neste sentido, algumas células,
incluindo as do SNC, sdo mais resistentes as elevacdes deste metal, enquanto outras sdo mais
suscetiveis, podendo ser levadas a morte celular quando as concentracdes do cobre se
encontram elevadas. Como ja comentado, a relagdo do cobre com o surgimento e progressao
das doencas que afetam o SNC vem sendo investigada nos ultimos anos, seja por uma falta
deste no organismo ou por seu excesso, pois seu papel no SNC ainda ndo ¢ totalmente

compreendido (BISAGLIA e BUBACCO, 2020). Estudos realizados até o presente revelam
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uma complexa rede de vias interligadas através das quais o cobre pode modular a sinaliza¢ao
através de multiplos alvos, as quais sao desconhecidas (ASHRAF et al., 2019). Para uma melhor
compreensdo sobre os efeitos do cobre existe uma necessidade de novos trabalhos sobre as
consequéncias da elevacdo das concentragdes deste metal no interior das células,
principalmente no tecido nervoso. Para que isso seja possivel, estudos utilizando modelos de
linhagens de células mais resistentes e mais suscetiveis ao excesso do metal podem ser
utilizados, investigando, de forma comparativa, quais mecanismos sao ativados frente a
toxicidade do cobre, como a ativacao do sistema antioxidante. Neste contexto, as analises
realizadas no presente estudo focaram na existéncia ou nao de diferencas espécie-especificas
para a toxicidade do Cu, as quais estejam relacionadas a mecanismos de resposta ao estresse

oxidativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as alteragcdes provocadas pelo excesso de cobre em parametros de estresse
oxidativo e na atividade e expressdao de enzimas do sistema antioxidante, utilizando como
modelo uma linhagem de astroglioma mais resistente as elevacdes de cobre (U-87 MG) e uma

linhagem mais suscetivel (C6), comparando a resposta observada entre os dois modelos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a viabilidade das células de linhagem de astroglioma humano e de rato apds
24h e 48h de exposicdo ao excesso de cobre;

e Avaliar a geracdo de superoxido apos a exposicdo durante 24h ao CuSOs nas
linhagens U-87 MG e C6;

e Determinar os niveis de tidis ndo proteicos (NPSH) e tiois proteicos (PSH) em células
de linhagens de astroglioma apds exposi¢do ao CuSO4 durante 24h;

e Avaliar a atividade das enzimas GPx, GR, CAT e SOD ap6s exposi¢ao de células U-
87 MG e C6 a eclevadas concentragdes de cobre, durante 24h e 48h;

e Verificar alteragdes na expressdo das proteinas GPx1, GR e SOD1 ap6s exposi¢ao

ao cobre por 24h em células de linhagem de astroglioma.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR E EXPOSICAO AO CUSO4

As células da linhagem de glioblastoma humano (U-87 MG) foram cultivadas em
frascos em meio Eagle’s com modificagao de Dubelcco (DMEM) contendo 1 U/mL penicilina,
1 pg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B, suplementadas com 10% de soro
fetal bovino (SFB); enquanto as células de linhagem de glioma de rato (C6) o mesmo meio de
cultivo foi suplementado com 5% de SFB. As células foram mantidas a 37°C com no minimo
95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO,. Apds confluéncia, as
células foram tratadas com 0,05% de tripsina/acido etileno-diamino tetracético (EDTA) e
cultivadas em placas distintas para diferentes analises (DOS SANTOS et al., 2006). As
linhagens foram expostas durante 24h e 48h a 0, 100, 300 ou 600 uM de CuSOs. Estas
concentragdes refletem as estimadas no encéfalo em humanos (50-100 uM) (QIAN et al.,
2012), e no encéfalo de pacientes com a doenga de Wilson, onde as concentragdes de cobre

encontram-se elevadas (297 uM — 1092 uM) (LAI; BLASS, 1984).

3.2 VIABILIDADE CELULAR

3.2.1 Ensaio do MTT

A técnica do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo) foi utilizada
para andlise da viabilidade celular apds exposicao das células as concentragdes de CuSO4. O
MTT ¢ um corante amarelo que ¢ reduzido pelas células metabolicamente ativas, pelas
desidrogenases mitocondriais, para formar um produto insolivel em agua de coloragdo
arroxeada, o formazan. A quantidade de formazan formado € proporcional ao nimero de células
metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).

Para o ensaio foram plaqueadas 50.000 células por poco em uma placa de 96 pogos.
Apos confluéncia, as células foram expostas ao CuSOs. No final do periodo de incubacao (24
ou 48h), o meio de cultivo foi retirado ¢ 0 MTT diluido em meio de cultivo foi adicionado, na
concentracao de 0,1 mg/mL (C6) ou 0,25 mg/mL (U-87 MG). Apds 20 minutos de incubagao
a 37°C para C6, e 45 minutos para U-87 MG, o meio foi removido e o formazan produzido nas

células pela agdo das desidrogenases foi dissolvido com a adi¢do de dimetilsulféxido (DMSO).
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A formagdo do formazan foi analisada espectrofotometricamente a 570nm. Os resultados foram
expressos em percentagem dos controles, no qual foram atribuidos 100% de viabilidade

(MOSMANN, 1983).
3.2.2 Ensaio do vermelho neutro

O ensaio de viabilidade celular vermelho neutro ¢ um método baseado na incorporagao
deste corante pelas células vivas. O corante ¢ incorporado nas células ativas e vidveis através
do processo de endocitose nos lisossomos. Foram semeadas 10.000 células por pogo em uma
placa de 96 pocos e, apos confluéncia, as células foram expostas a diferentes concentragdes de
cobre. No final do periodo de exposi¢do ao CuSO4 (24 ou 48h), as células foram incubadas com
uma solugdo de vermelho neutro 0,04 mg/mL, durante quatro horas a 37°C. Apds, o corante
vermelho neutro incorporado nas células foi extraido com uma solug¢dao de acido acético. A
quantidade de corante incorporado pelas células foi analisada espectrofotometricamente a 540
nm. Os resultados foram expressos em percentagem dos controles, no qual foram atribuidos

100% de viabilidade (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).
3.3 NIVEIS DE TIOIS NAO PROTEICOS (NPSH) E TIOIS PROTEICOS (PSH)

Para andlise de NPSH e PSH, as células foram cultivadas em placas de Petri e, apos
adquirirem confluéncia, a exposicao ao CuSOs foi realizada. Apds incubacdo com diferentes
concentragdes de cobre por 24h, o meio foi retirado, e a tripsina foi adicionada e incubada a
37°C por 3 minutos para desagregamento das células. Apos foi adicionado DMEM com 5% ou
10% de SFB, seguido de centrifugacdo a 1.500 rpm por 5 min. Em seguida, os pellets celulares
foram ressuspendidos em tampdo fosfato de potassio (TFK) 1M, pH 7.4, e coletados em
microtubos. Os pellets celulares foram novamente centrifugados, a 1.000 rpm por 5 min. Apos,
o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 2% de TCA (acido tricloroacético) em
TFK 0,5 M, com pH 7,4. As amostras foram novamente centrifugadas durante 10 min a 3.000
rpm, e os sobrenadantes foram coletados e utilizados para analise do NPSH, dos quais 90% sao
representados por GSH (COOPER; KRISTAL, 1997). O ensaio foi realizado em placas de 96
pocos contendo 80 uL do sobrenadante, 100 uLL de TFK 1M (pH 7.,4) e 25 uLL. de DTNB (5,5°-
Ditio-bis(Acido 2-Nitrobenzoico) 10 mM (ELLMAN, 1959). Para analise do PSH foi utilizado
o0 pellet da Gltima centrifugacdo, adicionando aos microtubos 170ulL de TFK 1M, pH 7,4, ¢ 1,7
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ul. de DTNB 10 mM (HERMIDA-AMEIJEIRAS et al. 2004). Os microtubos foram
homogeneizados e incubados por 20 min a temperatura ambiente com agitacdo constante. Em
uma placa de 96 pogos foi adicionado 100 pL de amostra em cada pogo e 100 uLL de TFK 1M,
pH 7,4. A absorbancia do NPSH e PSH foi lida a 412 nm em um leitor de microplacas

(SpectraMax®). Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteina.

3.4 ENSAIO DHE (DI-HIDROETIDIO) PARA MENSURACAO QUALITATIVA DE
SUPEROXIDO

A producao intracelular de superdxido foi detectada utilizando o composto di-
hidroetidio (DHE). O DHE permeia a membrana plasmatica e ao entrar em contato com o Oz
¢ oxidada por este, formando-se o 2-hidroxietidio, que emite fluorescéncia vermelha apos a
ligagdo ao DNA nuclear (KOPPERS et al., 2008).

Para o cultivo celular foram plaqueadas, nos tratamentos de 100 e 300 uM de cobre ¢
no controle, 10.000 células por poco em placas de 12 pogos contendo laminulas circulares, e
para o tratamento de 600 uM de cobre foram plaqueadas 15.000 células por pogo, visto que no
tratamento com essa concentracao tem um aumento excessivo de morte celular, sendo assim, a
maior quantidade de células € necessaria para a visualizag¢do da fluorescéncia. Apds a exposi¢ao
ao CuSOg4 por 24h, o meio foi removido e as células foram incubadas com DHE (2 uM) durante
30 min a 37 °C. Apds este periodo, as células foram lavadas com PBS (tampao fosfato salina),
e as laminulas foram dispostas em laminas, utilizando como meio de montagem o FluoroMount
(Sigma-Aldrich). Em seguida, a fluorescéncia foi avaliada utilizando um microscopio de
fluorescéncia Olympus BX53. Os resultados foram apresentados em imagens para avaliagdo

qualitativa.
3.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Para andlise da atividade das enzimas antioxidantes, foram plaqueadas 500.000 células
por pogo em uma placa de 6 pogos e, apds adquirirem confluéncia, a exposi¢ao ao CuSOy4 foi
realizada. Apds incubagao por 24h ou 48h, o meio foi retirado e adicionado aos pogos tampao
HEPES 20mM, pH 7,0. As células foram coletadas em microtubos, com o auxilio de um
scraper, e para lisar as membranas as células foram passadas através da ponta de uma seringa

de 1 ml por dez vezes, mantendo os microtubos no gelo, para posterior mensuragdo das
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atividades das enzimas GPx (glutationa peroxidase), GR (glutationa redutase), CAT (catalase)
e SOD (superdxido dismutase).

A atividade da GR foi mensurada de acordo com Carlberg e Mannervik (1985).
Resumidamente, a analise foi realizada em um meio de reagao contendo TFK 0,25M, pH 7,0,
com 2,5mM de EDTA; 0,2mM de NADPH ¢ 0,2mM de GSSG. A velocidade de consumo de
NADPH foi acompanhada durante 5 minutos em espectrofotometro Spectramax (leitura a 340
nm). Os resultados foram expressos em umol de NADPH consumido/min/mg de proteina.

A atividade da enzima GPx foi mensurada de acordo com Wendel (1981), em um meio
de reagdo contendo TFK 0,25M pH 7,0 com 2,5mM de EDTA; ImM de GSH, 0,2U/mL de GR,
0,2mM de TBOOH ¢ 0,2mM de NADPH. A atividade enzimatica foi mensurada através da
leitura em espectrofotometro (Spectramax) a 340nm, por 5 minutos. Os resultados foram
expressos em pmol de NADPH consumido/min/mg de proteina.

A dosagem da atividade da enzima CAT foi realizada em meio de rea¢do contendo
tampao fosfato de sddio e potassio S0mM pH 7,0 e H>O» 0,03M (AEBI, 1984). A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro, a 240nm, durante 5 min. Os resultados foram expressos em
pmol/min/mg de proteina.

Por fim, a atividade da SOD foi mensurada em um meio de reacdo contendo tampao
glicina 50mM, pH 10,2 com epinefrina (adrenalina), pH 1,2. Radicais superdxido (Oz") oxidam
a adrenalina, formando adenocromo; desta forma, quanto maior a atividade da SOD, menor sera
a quantidade de Oz, e menos adenocromo serd formado (. Esse processo foi acompanhado
durante 5 minutos em espectrofotometro Spectramax (leitura a 480nm). Os resultados foram

expressos em U SOD/mg de proteina.
3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS

O teor de proteinas dos homogeneizados celulares foi determinado pelo método de

Lowry et al. (1951), usando albumina sérica bovina como padrao.
3.7 EXPRESSAO POR RT-PCR EM TEMPO REAL DE GPX1, GR E SOD1

Para realizagdo dos ensaios de RT-PCR foram cultivadas 500.000 células por poco em
placas de 6 pogos. Apos adquirirem confluéncia, a exposicdo de 24h ao CuSOq foi realizada.

Apos incubagdo, o meio foi retirado e foi realizada a extragdo do RNA, como descrito abaixo.
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3.7.1 Extraciao do RNA

O RNA total foi extraido com TRI® Reagent (Sigma®), adicionando-se aos pogos 200
L do produto. As células foram coletadas em microtubos, com o auxilio de um scraper e levados
ao vortex. Em seguida, o material foi incubado por cinco minutos, a temperatura ambiente, e,
em seguida, adicionados 40uL de cloroférmio e homogeneizado por 15 segundos. As amostras
foram centrifugadas por 15 minutos, de 2-8°C, na velocidade de 12.000 x g. A fase incolor
resultante foi transferida para novos microtubos e¢ a eles foram adicionados 100uL de
isopropanol e levados ao vortex. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 10 minutos,
a temperatura ambiente, para precipitagdo do RNA. Apoés esse periodo, as amostras foram
centrifugadas por dez minutos, de 2-8°C, e velocidade de 12.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 200puL de etanol 75% para lavar o pellet. As amostras foram, entdo,
centrifugadas por cinco minutos, de 2-8°C, com velocidade de 7.500 x g. Todo o alcool 75%
foram descartados e as amostras foram secadas ao ar por dez minutos. Na sequéncia, 0 RNA
foi ressuspendido em 20uL de dgua Milli-Q. A concentragdo e pureza do RNA extraido foram

determinadas através de um espectrofotometro NanoDrop, a 260nm e a 280nm.

3.7.2 Sintese do cDNA

O cDNA foi construido a partir de 2pug de RNA para linhagem de células C6, e a partir
de 4pug de RNA para linhagem de células U-87 MG, utilizando-se o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher). A reacdo foi realizada em microtubo de 200uL
contendo o tampdo (RT Buffer), dNTP Mix (100 mM; mix de nucleotideos), RT Random
Primers, MultiScribe™ transcriptase reversa, inibidor de RNase, e quantidade de 4gua livre de
endonucleases (DPEC) suficiente para completar 20uL. Os microtubos foram colocados para
reacdo em um Termociclador Eppendorf, de acordo com o seguinte protocolo: 25°C por 10

minutos, 37°C durante 120 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C como tempo de espera.

3.7.3 RT-PCR em tempo real

A expressao de GPx1, GR e SODI foi realizada utilizando PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Applied Biosystems), contendo 5 uLL de cDNA, na presenga de 1 pL de primers

dos tipos forward e reverse nas concentragdes expressas no Quadro 1 e 2, 10 pL de SYBR e
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completado com agua DPEC até um volume final de 20uL, em equipamento de RT-PCR em
tempo real Stratagene Mx 3005P (Agilent Technologies). Os resultados foram analisados

utilizando o software MxPro qPCR. As sequéncias dos primers utilizados sdo descritos nos

Quadros 1 ¢ 2.

Quadro 1 — Sequéncia de primers para Rattus norvegicus utilizados para a reagdo de RT-

PCR em tempo real

Quantidade em
Proteina M de primer Primer sequéncia forward Primer sequéncia reverse
{celulas C6)
S0OD1 600 GTGCAGGGCGTCATTCACTTC GCCTCICTTCATCCGCTGGA
GR 600 GAGTTTGTAGCCTAGCCCCG GAGTTTGTAGCCTAGCCCCGA
GPx1 600 TATCGAGAATGTGGCGTCCC GCAGCTACGAGCAACAGAAAG
ATP3B 600 GGCACCAATCAAAATTCCT AGCCTCAGCATGAATAGGAG

Quadro 2 — Sequéncia de primers para Homo sapiens sapiens utilizados para a reacdo de RT-

PCR em tempo real
Quantidade am
; nM de primer : L s ke
Proteina ; =— Primer sequéncia forward Primer sequéncia reverse
(células U-87
MG)
S0D1 3500 ACTGGTGGTCCATGAAAAAGC AACGACTTCCAGCGTITCCT
GR 43500 TGCACTTCCCGGTAGGAAAC GATCGCAACTGGGGTGAGAA
GPx1 3000 CGGACATCAGGAGAATGGCA TTCGATGTCGATGGTGCGAA
ATP5B 600 CCACAGGCGCATCTTCTACT CCCAAGGTCTCAGGACCAAC

A reagdo foi realizada com o seguinte protocolo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 2
minutos, seguido de 50 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 22 segundos e 72°C por 1
minuto. A curva de dissociagdo foi analisada em uma etapa posterior, seguindo de 15 segundos
a 95°C, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos. Os resultados foram normalizados pela
expressdo do gene constitutivo ATP5B, empregado como padrao (housekeeping gene), de
acordo com Del Pozo et al. (2016). Os dados foram expressos em conteudo relativo de mRNA

em relacdo ao grupo controle.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram primeiramente analisados quanto a normalidade, pelo teste de Shapiro-
Wilk. Quando os dados apresentaram distribui¢ao normal, estes foram analisados utilizando a
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post hoc de Dunnet, quando F
foi considerado significativo. Quando os dados ndo apresentaram uma distribui¢do normal, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post hoc de Dunn, quando F foi
considerado significativo. Para analise dos efeitos dependentes da dose foi utilizada a regressao
linear. Foi utilizada a correlagcdo de Pearson para verificar a correlacao entre NPSH e GPx para
a linhagem C6 (distribui¢do normal), e a de Spearman para analisar a correlacdo entre estas
varidveis para a linhagem U-87 MG (distribuicdo ndo normal dos dados). Diferencas entre os
grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as anélises e graficos foram
realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 9.4®. Os resultados foram apresentados

como média + erro padrdo da média (EPM).
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4 RESULTADOS

4.1 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular avaliada pela técnica do MTT nas linhagens C6 e U-87 MG
diminuiu significativamente em 600uM de cobre apds 24h de exposi¢cao [C6: Fig = 12,11
p<0,01; U-87 MG: F3, 13)= 5,481 p<0,05] (Figura 4A e 4B), ¢ ja a partir de 300uM de cobre
em 48h de exposi¢do [C6: F(3,20)= 19,08 p<0,0001; U-87 MG: F3,33y= 92,41 p<0,0001] (Figura
4C e 4D). Nas linhagens C6 e U-87 MG houve uma diminuicdo de 58,6% e 33,0% na
viabilidade celular em comparagdo aos controles apds 24h de exposicdo ao CuSOs na
concentragdo de 600uM, respectivamente. Além disso, quando expostas ao cobre por 48h a 300
e 600 uM, as linhagens C6 ¢ U-87 MG apresentaram uma diminui¢do significativa na
viabilidade celular em relag@o ao controle de 49,0% (300 uM) e 67,9% (600 uM), e 60,1% (300
uM) e 64,5% (600 uM).

A viabilidade celular também foi avaliada pela técnica do vermelho neutro (NR, do
inglés neutral red), considerando que o autor Perez et al. (2017) observou que o cobre pode
interagir com o produto formazan da redu¢do do MTT que resultaria em viabilidade celular
subestimada; j& o ensaio do NR parece desprovido de efeitos de interferéncia por compostos de
cobre. Por essa técnica, foi demonstrado que a viabilidade da linhagem C6 diminuiu
significativamente em 600uM de cobre apds exposicdo por 24h [F(3, 8 = 129,4 p<0,0001]
(Figura 4E), e ja a partir de 300uM de cobre em 48h de exposi¢do [F3,8) = 327,5 p<0,0001]
(Figura 4G). Por outro lado, na linhagem U-87 MG foi observado que a viabilidade nao foi
afetada apds o tratamento com CuSOq [F(3, 8) = 3,960 p=0,0531] (Figura 4F), a ndo ser em
600uM e somente apds 48h de exposicao [F(3,8)= 38,07 p<0,0001] (figura 4H). Apos 24h de
exposicao a 600 uM de CuSO4 houve uma diminui¢do de 53,4% na viabilidade celular em
comparagao ao controle na linhagem C6. Quando as células foram expostas ao cobre por 48h,
na linhagem C6 foi observado uma redugdo na viabilidade celular de 76,2% (em 300uM de
CuS0s), e 83,7% (em 600uM de CuSO4) em relagdo aos controles. Ja na linhagem U-87 MG
houve uma diminuicao de 37,9% na viabilidade celular somente na exposi¢ao de 600 uM de
CuSOs. Desta forma, foi possivel observar que a linhagem C6 apresenta maior susceptibilidade

frente a toxicidade do cobre, principalmente evidenciada pela técnica do NR.
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Figura 4 — Viabilidade de células das linhagens C6 e U-87 MG pelas técnicas do MTT e do

% dos controbes
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Efeito in vitro do CuSOy4 ap6s 24 e 48h de exposigdo sobre a viabilidade de células C6 (astroglioma de rato) e U-
87 MG (astroglioma humano) (A-D: redugdo do MTT; E-H: absor¢do do corante vermelho neutro). As barras
indicam a média =+ erro padrdo da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). A diferenca
estatistica foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparagéo ao grupo

controle.

4.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

As atividades das principais enzimas antioxidantes, que formam a primeira linha de
defesa contra ERO e estresse oxidativo, foram determinadas em células C6 (astroglioma de
rato) e U-87 MG (astroglioma humano). As atividades de todas as quatro enzimas analisadas
(GPx, GR, SOD e CAT) diminuem com o aumento das concentragdes de CuSO4 e tempo de
exposicao, principalmente nas células C6, indicando mais uma vez uma susceptibilidade maior

dessa linhagem frente a toxicidade do cobre.

4.2.1 Catalase

Em nosso estudo, a exposicdo ao cobre promoveu uma diminui¢do significativa na
atividade da CAT na linhagem celular C6 em todas as concentra¢des de cobre em 24h [F(3, 12)
= 34,69 p<0,0001] e uma diminui¢cao em 600uM de CuSO4 na exposicao por 48h [F3, 16) =
7,278 p<0,05] (Figura 5A e 5B). Na linhagem U-87 MG observou-se em 24h uma diminuigao
na atividade da enzima em 600puM de CuSOg4 [F(3, 12) = 4,281 p<0,05] (Figura 5B), € em 48h
essa diminui¢do pode ser vista ja a partir de 300uM do toxicante [F(3,12)= 115,3 p<0,0001]
(Figura 5D). Ainda, observou-se que este efeito foi dose dependente [B= - 0.02232; p<0.001].
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Figura 5 — Atividade da catalase em células das linhagens C6 e U-87 MG apos 24h e 48h de

exposicao ao CuSOq4
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Atividade da enzima catalase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano). As barras
indicam a média =+ erro padrdo da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). A diferenca

estatistica foi simbolizada por *(p<0,05), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparagdo ao grupo controle.
4.2.2 Glutationa peroxidase

Observou-se uma redu¢do na atividade da enzima glutationa peroxidase na linhagem C6
em 24h e 48h, ja a partir de 100uM de CuSOq4 [24h: F3, 11)= 109,4 p<0,0001; 48h: F3, 12)=
82,86 p<0,0001] (Figura 6A e 6C), sendo que a reducao observada em 24h apresentou-se dose
dependente [B= - 0.00399; p<0.0001]. Na linhagem U-87 MG houve uma diminui¢ao na
atividade dessa enzima em 100uM e 600uM de CuSO4 apds exposicao por 24h [F3,12)= 51,59

p<0,0001] (Figura 6B). Por outro lado, apds 48h de exposicao verificou-se uma diminui¢ao na
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atividade da GPx somente em 600uM quando comparado ao grupo controle [F(3, 14)= 47,86

p<0,0001] (Figura 6D).

Figura 6 — Atividade da glutationa peroxidase em células das linhagens C6 e U-87 MG apos
24h e 48h de exposicao ao CuSO4
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Atividade da enzima glutationa peroxidase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano).
As barras indicam a média =+ erro padrdo da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet).
A diferenca estatistica foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparagao

ao grupo controle.
4.2.3 Glutationa redutase

Na Figura 7 pode-se observar que a atividade da glutationa redutase (GR) na linhagem
C6 apresentou uma redugdo em 24h e 48h em 600uM de CuSOy4 [24h: F3,14)= 13,86 p<0,001;
48h: F3,23)= 6,435 p<0,05] (Figura 7A e 7C). Por outro lado, na exposi¢do ao CuSO4 durante

24h pode-se observar que houve um aumento significativo da atividade enzimatica em 300uM
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quando comparado ao grupo controle. Ja na linhagem U-87 MG observamos uma diminui¢ao
da atividade da GR em 600uM de CuSO4 em 24h [F 3,15 = 6,827 p<0,05] (Figura 7B) e a partir
de 300uM em 48h [F3, 16)= 24,04 p<0,0001] (Figura 7D).

Figura 7 — Atividade da glutationa redutase em células das linhagens C6 e U-87 MG apos
24h e 48h de exposicao ao CuSO4
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Atividade da enzima glutationa redutase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano).
As barras indicam a média =+ erro padrdo da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet).
A diferenca estatistica foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), e ****(p<0,0001) em comparagdo ao grupo

controle.

4.2.4 Superoxido dismutase

Na Figura 8 observamos que na linhagem C6 ap6s 24h de exposi¢ao a 600uM de CuSOg4
houve um aumento da atividade da SOD [F3, 12)= 5,183 p<0,05] (Figura 8A), mas verificou-se
uma diminuigdo a partir de 300uM em 48h de exposicdo ao cobre [F(3, 12) = 8,578 p<0,05]
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(Figura 8C). Na linhagem U-87 MG esse aumento da atividade da enzima acontece em 24h ja
a partir de 100uM de CuSOs [F3,12)= 7,926 p<0,05] (Figura 8B) e, semelhantemente ao que
ocorreu na linhagem C6, em 48h observamos uma diminui¢do da atividade da SOD a partir de

300uM [F. 1= 27,33 p<0,0001] (Figura 8D).

Figura 8 — Atividade da superdxido dismutase em células das linhagens C6 e U-87 MG apos

24h e 48h de exposicao ao CuSO4
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Atividade da enzima superoxido dismutase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano).
As barras indicam a média =+ erro padrdo da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet).
A diferenga estatistica foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparacéo

ao grupo controle.

4.3 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO (PSH, NPSH E DHE)

Os resultados aqui apresentados mostram o consumo dos tidis apos 24h de exposi¢ao ao

cobre, além da anélise qualitativa da produgdo de superoxido. Na linhagem C6 verificou-se que
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os niveis de PSH (ti6is proteicos livres) e NPSH (tiois ndo proteicos) sdo menores que os do
grupo controle em todas as concentragdes de cobre utilizadas, sendo que a redugdo no PSH
ocorreu de forma dose-dependente [NPSH: F3, 16y = 31,13 p<0,0001; PSH: F3, 12) = 63,77
p<0,0001; B= - 0.02633; p<0.0001] (Figura 9A e 9B). Ja na linhagem U-87 MG observou-se
uma redugao significativa do NPSH na concentragdo de 100uM e 600uM do toxicante [F (3, 14)
= 27,39 p<0,0001] (Figura 9F); enquanto que os niveis de PSH diminuem somente em 600uM
de CuSOs4 [F3,16)= 40,68 p<0,0001] (Figura 9G).

Como descrito na Figura 6, foi observado a diminui¢do da atividade da GPx apos
exposicao ao cobre, e essa enzima utiliza a GSH como cofator para seu funcionamento; sendo
assim, foi realizada uma analise de correlacdo entre a atividade da GPx e os niveis de NPSH.
Verificou-se que houve uma correlagao entre a atividade da GPx e o NPSH nas linhagens U-87
MG (r = 0,7626; p<0,01) e C6 (r = 0,7329; p<0,01), onde observa-se que a diminuicdo da
atividade da GPx esta relacionada com a diminui¢do do NPSH (Figura 9C e 9G).

Quanto a analise qualitativa da produ¢do de superéxido nas linhagens C6 e U-87 MG,
as Figuras 9D e 9H mostram que as células tratadas com o cobre apresentaram maior
intensidade de fluorescéncia para sonda DHE se comparado com o controle, em ambas as

linhagens, indicando assim uma maior produgao de superoxido frente a toxicidade do cobre.
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Figura 9 — Analise de parametros de estresse oxidativo em células das linhagens C6 e U-87

MG apds 24h e 48h de exposi¢do ao CuSO4
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da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet, exceto para a analise estatistica dos dados
de PSH na linhagem C6, onde foi utilizado Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn). Foi utilizada a
correlag@o de Pearson para verificar a correlagéo entre os niveis de NPSH e a atividade da GPx para a linhagem
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DHE. A barra nas imagens representa 20 uM.

4.4 CONTEUDO RELATIVO DE MRNA DE ENZIMAS RELACIONADAS AO SISTEMA
ANTIOXIDANTE
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A Figura 10 mostra a expressao dos genes que codificam para as proteinas antioxidantes
GR, GPx e SODI, apés exposicao das linhagens ao CuSO4 durante 24h. Pode ser observado na
Figura 10 que houve uma redugao significativa no contetdo de mRNA de GR em ambas as
linhagens quando comparado com os controles [C6: F(2, 8)= 10,60 p<0,01; U-87 MG: F(2,8) =
21,52 p<0,001]. Por outro lado, observa-se que houve um aumento significativo no conteudo
de mRNA de GPx na exposi¢ao a 300uM de CuSO4 em células C6 [F(2,9)= 4,482 p<0,05] que,
na linhagem U-87 MG, nao foi modificada pelos tratamentos. Na expressdao de SOD1 houve
uma reducao no conteudo de mRNA nos grupos tratados com o CuSOj4 na linhagem C6 [F(2, s)
= 6,133 p<0,05]; no entanto, na linhagem U-87 MG observa-se um aumento significativo no

conteudo de mRNA de SODI1 ap6s exposi¢ao a 600uM de CuSOs [F(2,7) = 26,82 p<0,001].

Figura 10 — Expressao de genes relacionados ao sistema antioxidante em células das

linhagens C6 e U-87 MG apds 24h e 48h de exposi¢ao ao CuSO4
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Expressdo de genes que codificam para as proteinas GR, GPx e SOD1 em células de astroglioma C6 (rato) e U-87
MG (humano) submetidos a toxicidade induzida pelo CuSOs apds 24h de exposigdo. Os resultados foram
normalizados mediante a quantificagdo da expressdo do gene que codifica para ATP5B, e expressos em contetdo
relativo de mRNA. Valores representados como a média + erro padrdo da média (ANOVA de uma via seguida

pelo teste post hoc de Dunnet), *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001); comparado ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

Nos tltimos anos houve um aumento da expectativa de vida em grande parte dos paises;
porém, com as pessoas vivendo mais hd também um elevado risco de desenvolver doencas
neurodegenerativas. Para algumas dessas doencas, como as doencas de Parkinson e de
Alzheimer, as causas e tratamentos ndo sdo totalmente conhecidas, mas para outras doencas
relacionadas ao SNC, como a Doenga de Wilson, ha melhor compreensao de seus mecanismos
e seus tratamentos (GITLER; DHILLON; SHORTER, 2017).

Os astrocitos estao entre os primeiros alvos de substancias toxicas como o Cu no sistema
nervoso, ja que participam da barreira hematoencefalica. Essas células sdo frequentemente
usadas para determinar a citotoxicidade no SNC em condi¢des in vitro. Como os astrocitos
realizam a captacgao do cobre e o fornecem para as demais células do SNC, além de proteger os
neurdnios dos efeitos toxicos deste elemento, estas células sdo continuamente expostas a ERO;
desta forma, os astrdcitos possuem um sistema de defesa antioxidante mais eficiente para
combater a condicao de estresse oxidativo, quando comparado a outras células do SNC. Além
disso, essas células, em caso de excesso de cobre, fazem o armazenamento do metal em MT ou
como complexo GSH, para prevenir a neurotoxicidade induzida por esse elemento
(SCHEIBER; DRINGEN, 2013), representando assim, um bom modelo para investigar os
efeitos toxicos do cobre, pois as alteragdes induzidas pelo metal nos parametros/propriedades
dos astrocitos servem como um bom indicador de dano oxidativo.

A relacdo do cobre com o surgimento e progressao das doencas que afetam o SNC vem
sendo investigada nos Ultimos anos, seja por uma falta deste no organismo ou por seu excesso,
pois seu papel no SNC ainda ndo ¢ totalmente compreendido (BISAGLIA e BUBACCO, 2020).
Estudos realizados até o presente revelam uma complexa rede de vias interligadas através das
quais o cobre pode modular a sinalizagdo através de multiplos alvos, as quais sdo desconhecidas
(ASHRAF et al., 2019). Sendo assim, este estudo amplia o conhecimento sobre os efeitos do
excesso de cobre no SNC, observado em duas linhagens de astroglioma utilizadas como
modelos para verificar a toxicidade deste metal, fornecendo evidéncias de que alteragdes no
sistema antioxidante e o estresse oxidativo estdo envolvidos, mas que as respostas frente a
toxicidade do cobre ocorrem de maneiras distintas entre as diferentes linhagens.

Assim como observado neste estudo, onde a diminui¢ao da viabilidade celular foi mais
evidente na linhagem de astroglioma de ratos do que na linhagem de glioblastoma humano,

estudos com astrocitos primarios de ratos revelaram alta toxicidade celular do Cu onde 100uM
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de CuCl; reduziu a viabilidade celular em 40% ap6s 24h de incubacao (CHEN et al., 2008). J&
em outro estudo com a linhagem U-87 MG, efeitos tdxicos significativos de CuCl, puderam ser
observados somente a partir de 250uM apos 24h de incubagdo, onde a viabilidade celular foi
reduzida em 40% (MERKER et al., 2005). Assim, observa-se que existem diferencas espécie-
especificas na toxicidade do Cu, e que linhagens de astrocitos humanos parecem ser muito
menos sensiveis em comparagdo com os astrocitos de ratos. Desta forma, para melhor avaliar o
potencial de toxicidade do Cu e o seu modo de agdo ¢ importante a utilizacdo de diferentes
modelos, para que estes possam ser caracterizados e comparados, verificando se os mecanismos
de resposta frente a toxicidade do metal sdo similares entre as diferentes espécies ou mesmo
entre diferentes células de um mesmo organismo.

Os diferentes mecanismos de resposta frente a toxicidade do Cu podem estar
relacionados com diferencgas relacionadas ao sistema antioxidante, visto que para combater o
estresse oxidativo as células possuem antioxidantes ndo-enzimaticos e enzimas antioxidantes.
Neste sentido, a GSH ¢ o antioxidante ndo enzimatico, contendo tiol, mais abundante presente
nas células que mantém o ambiente redutor na célula (FORMAN ef al., 2009). Além de seu
papel de protetor do estresse oxidativo, GSH pode quelar metais, como Cu e Zn, e a répida
formagao de complexos intracelulares estaveis de cobre-GSH foi relatada para prevenir a
toxicidade induzida pelo cobre, principalmente devido a formacdo de ERO pela reagao de
Fenton e Haber-Weiss, ou mesmo evitando a interagdo do metal com proteinas que contenham
histidina e cisteina, aminoacidos que possuem alta afinidade com o cobre, sendo que a ligagao
do metal com estes aminodcidos pode alterar o funcionamento dessas enzimas (FREEDMAN
et al., 1989; SCHEIBER; DRINGEN, 2011). Além de observarmos uma diminui¢do do NPSH
(os quais 90% sao representados pela GSH), observou-se uma diminui¢do dos niveis de PSH,
o que indica que o metal, além de ligar-se com GSH, pode interagir com os grupos tidis
presentes nas proteinas, ou que as ERO geradas a partir da reagdo de Fenton e Haber-Weiss
reagem com estes grupos -SH, podendo afetar a atividade enziméatica destas proteinas. Apesar
da formagao do complexo GSH-cobre prevenir a reatividade do cobre livre, foi demonstrado
que em situagdes de estresse oxidativo e toxicidade associada a exposicdo de células a altas
concentragdes de cobre, que o complexo cobre-GSH ¢ capaz de reagir continuamente com o
oxigénio molecular para produzir superoxido; além disso, essa caracteristica explica a
capacidade do Cu—GSH de reduzir Fe*" e estimular a liberagiio de Fe?" da ferritina, promovendo
a producdo catalisada por ferro de radicais hidroxila pela reagdo de Fenton (ALIAGA et al.,

2011; SCHEIBER; MERCER; DRINGEN, 2014).
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Como comentado acima, o excesso de CuSOs4, ou o excesso de ERO causado pela
exposicao ao metal, levou a uma diminui¢do dos niveis de GSH (NPSH), e ¢ altamente provavel
que isto tenha ocorrido devido a formacao do complexo cobre-GSH, pois a rapida formagao
destes complexos intracelulares estaveis foi relatada para prevenir a toxicidade induzida por
esse metal (FREEDMAN; CIRIOLO; PEISACH, 1989). Em astrdcitos primarios de ratos,
autores demonstraram que hd um aumento dos niveis de GSH quando estas células foram
expostas ao CuCl por 24h, onde na concentragao de 30uM do toxicante os niveis totais de GSH
aumentaram em 60%, o que provavelmente ajudaria a neutralizar os efeitos toxicos deste metal
(SCHEIBER; DRINGEN, 2011). Apoiando a suposi¢ao de que uma estratégia de defesa celular
seria aumentar a capacidade de ligagdo ao cobre com a GSH e que ha diferengas nestes
mecanismos de resposta entre as espécies, estudos revelaram que a linhagem celular de
astrocitoma humano (1321 N1) ¢ capaz de manter os niveis de GSH extracelular na presenca
de 2,5uM do metal, enquanto em culturas primarias de astrocitos de ratos esse limite ¢
alcangado com 0,25uM de cobre; portanto, a linhagem de astrocitoma humano parece ser menos
suscetivel a toxicidade do Cu (POPE; MILTON; HEALES, 2008). Dessa forma, ao comparar
os dados da literatura de estudos de toxicidade em células de linhagens de rato e de humanos,
e de linhagens de astroglioma dessas espécies aqui estudados, essa suposi¢do pode ser
confirmada.

A diminuicao da GSH ocasionado pelo excesso de cobre resulta em uma falta de
protecao das células ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo € causado por um desequilibrio
entre uma maior geracdo de ERO e diminui¢do do sistema de defesa antioxidante. Como a
exposicao ao CuSOy4 causou alteragdes nos marcadores de estresse oxidativo (NPSH e PSH),
foi realizado o ensaio do DHE para detectar a geragdao do superdxido, assim caracterizando o
dano oxidativo nas células. Neste sentido, além de diminuir o conteido de GSH, a exposigdo
ao CuSOy4 resultou em aumento na geracdo de superdxido, mostrando que esse metal causa
danos oxidativo nas linhagens de astroglioma de ratos € humanos. Estudos em astroglioma
humanos (U373 MG) mostraram niveis aumentados de hidroperdxidos quando essas células
eram expostas a niveis excessivos de Cu. Além disso, o pré-tratamento com antioxidantes foi
capaz de prevenir a morte celular nessa linhagem exposta ao CuSO4 (10uM), mostrando que o
cobre exerce seus efeitos toxicos nestas células devido ao aumento da geragao de ERO
(REDDY; RAO; NORENBERG, 2008). Ainda, ressalta-se que o aumento de superdxido pode
oxidar antioxidantes como o proprio GSH, a-tocoferol e ascorbato (ISCHIROPOULOS; AL-
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MEHDI, 1995), e este processo reduzira ainda mais os niveis de GSH e outros antioxidantes
presentes nas células.

Para elucidar as razdes para a variacao das respostas das linhagens quando expostas ao
excesso de Cu, a atividade de enzimas antioxidantes e os niveis de mRNA de genes relacionados
a estas enzimas foram determinados. De forma geral, verificou-se que a atividade das principais
enzimas antioxidantes apresentou diminui¢do nas duas linhagens de astroglioma expostas ao
excesso de CuSOs. Neste sentido, as ERO e ERN sdo conhecidas por inativar a catalase
(PIGEOLET et al. 1990; ESCOBAR et al. 1996), podendo reagir diretamente com ions de ferro
ligados a esta enzima, levando a reducao de sua atividade; assim como o excesso de cobre pode
diminuir o contetdo de ferro intracelular através da competicdo com o transportador DMTT,
diminuindo o conteudo deste cofator e consequentemente a atividade enzimatica da CAT
(ESCOBAR et al. 1996). Além disso, a GPx utiliza como cofator o GSH e, devido a provavel
formag¢ao do complexo Cu-GSH, a redugdo nos niveis deste tripeptideo podem também afetar
a sua atividade enzimatica.

O cobre também pode reagir diretamente com os aminodcidos cisteina e histidina
presente nas proteinas, e a ligacdo a esses aminoacidos pode ter como consequéncia a perda da
atividade enzimatica, como relatado anteriormente; além da inibigdo da atividade enzimatica
ser causada pela oxidagdao de grupos -SH por ERO geradas a partir das reacdes de Fenton e
Haber-Weiss (BRYCE; GURD, 1966; BERGER et al., 1999). Neste sentido, as diferentes
isoformas de GPx possuem cisteina ou selenocisteina em seu sitio ativo, as quais sao essenciais
para a sua atividade enzimdtica (SUZUKI; KARASAWA; YAMANAKA, 1989). Desta forma,
a interacdo do cobre com estes aminoacidos, ou a oxidagdo destes pelo excesso de ERO pode
levar a um prejuizo na atividade da GPx. Ainda, embora a histidina (His) ndo esteja diretamente
envolvida no sitio ativo da glutationa peroxidase, residuos de histidina podem estar presentes
em outras regides da proteina e desempenhar outros papéis estruturais ou de estabilizagdo (KOH
et al.,2007). Além disso, a cisteina também esta presente no sitio ativo da glutationa redutase,
estando também envolvida na sua atividade catalitica (MITTL; SCHULZ, 1994); assim, a
diminuicdo da atividade dessa enzima observada apos a exposi¢do ao CuSO4 pode ser resultante
da interacdo do metal com o seu sitio ativo. A enzima SOD1 (que contém como cofatores cobre
e zinco) também possui um residuo de histidina e um residuo de cisteina no sitio ativo (LAMB
et al., 1999; HALL et al., 2000), ja a SOD2 (superoxido dismutase de manganés) possui em
seu sitio ativo trés histidinas (BORGSTAHL et al., 1992).
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Ainda, as enzimas antioxidantes que utilizam de NADPH para seu funcionamento
também podem ser afetadas pela diminuicao da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD), que participa da geracdo do NADPH (TIAN et al., 1998; HO et al., 2007). Como
observado em resultados in vitro realizado em eritrocitos de rato, ions de cobre tém um efeito
inibitdrio na via das pentoses fosfato e, consequentemente, nas enzimas do sistema antioxidante
que dependem de NADPH (BAYRAMOGLU et al., 2021). Cabe ressaltar que a catalase
contém quatro moléculas de NADPH ligados a enzima, os quais sdo necessarios para sua
atividade biologica (KIRKMAN et al., 1999). Assim, niveis mais baixos de NADPH também
reduzem a atividade dessa enzima. A glutationa redutase ¢ outra enzima que utiliza NADPH,
para regenerar o GSH (a partir de GSSG), mantendo-o na forma reduzida. A inibi¢do da
atividade da G6PD, por exemplo, reduzira o contetido de NADPH da célula e,
consequentemente, a atividade da glutationa redutase diminui. Além dos fatores citados acima
que podem contribuir para a diminui¢do na atividade das enzimas do sistema antioxidante
observadas no presente trabalho, verificou-se a reducao da expressao da GR na concentragao
de 300 e 600uM de CuSO4 em ambas as linhagens.

Por outro lado, verificou-se que a exposicao a 300uM de CuSOs resultou em um
aumento da expressdo da GPx na linhagem C6. No entanto, este aumento do conteudo de
mRNA nao refletiu em um aumento da atividade da GPx nesta linhagem, provavelmente devido
ao fato da enzima utilizar como cofator o GSH que, como comentado anteriormente, esta
diminuido em condic¢des de excesso do metal. Ainda, observou-se que houve um aumento na
atividade da SOD em ambas as linhagens, sendo este resultado mais evidente principalmente
na linhagem de astroglioma humano, bem como verificou-se que ha uma maior expressao da
SODI na linhagem U-87 MG. Neste sentido, estudos em cérebro de peixes (carpas Jian)
expostos a 0,60 mg Cu/L mostrou que apds a exposi¢do ao toxicante houve um aumento nos
niveis de mRNA de GPx1 e SOD1, sugerindo um mecanismo adaptativo contra o estresse. Além
disso, os autores verificaram que a exposi¢do ao cobre aumentou o acimulo nuclear de Nrf2,
corroborando o aumento dos niveis de mRNA desta enzima (JIANG et al., 2014).

Inumeros fatores de transcri¢ao regulam a expressdo de SOD, principalmente aquelas
sensiveis ao estresse oxidativo, como a proteina AP-1 e o NF-kB, que estdo entre os
componentes importantes da resposta celular em situagdo de estresse oxidativo, além de
participarem nas questdes de sobrevivéncia ou morte celular em caso de elevados niveis de
radicais livres (KARIN, 1999; SHAULIAN e¢ KARIN, 2002; BUBICI et al., 2006). Neste

sentido, o aumento observado na atividade da SOD pode ser uma readaptacdo do metabolismo
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frente a0 aumento da geragdo de superdxido, sendo que na linhagem U-87 MG o aumento da
atividade e expressdo dessa enzima foi observado em concentragdes mais baixas de CuSO4 que
na linhagem C6. Apesar de um aumento na atividade da SOD ter sido observada apds exposi¢ao
durante 24h a 600uM de CuSOs4 na linhagem C6, verificou-se uma diminui¢ao na expressao
dessa enzima em rela¢do ao controle. Esses resultados podem refletir em uma resposta mais
eficiente na linhagem de astroglioma humano frente a toxicidade do cobre, quando comparada
a linhagem C6. Porém, nao se pode descartar que o aumento da atividade da SOD possa estar
relacionado também ha um aumento da expressao da SOD2, a qual nao foi determinada neste
estudo, principalmente na linhagem C6.

Os resultados apresentados nesta dissertagdo indicam que altos niveis de Cu causam
uma diminui¢do nas atividades de enzimas antioxidantes e nos niveis de grupos tiois
principalmente na linhagem mais suscetivel ao cobre, podendo estar associado ao estresse
oxidativo ou a uma interagdo direta entre Cu ¢ as enzimas em seu sitio ativo. Assim, conclui-se
que existem diferengas espécie-especificas para a toxicidade do Cu, provavelmente devido a
diferentes mecanismos de resposta ao estresse oxidativo, apesar de ndo podermos descartar
diferengas nos mecanismos de absor¢ao de cobre pelas células, sendo que a linhagem derivada
de humanos parece ser menos sensivel ao excesso do metal em comparagdo com a linhagem

proveniente de ratos.
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6 CONCLUSOES

e A viabilidade celular foi diminuida apos exposi¢do por 24h e 48h ao CuSO4 nas
linhagens C6 e U-87 MG, sendo que as células U-87 MG mostraram-se mais resistentes
que as c¢lulas C6;

® O CuSOy4 apds exposicao por 24h e 48h provoca maior producdo de superdxido,
levando ao estresse oxidativo, que pode estar relacionado a alteragdo na atividade de
enzimas antioxidantes principalmente na linhagem C6 (inibicao das atividades da GPx,
GR e CAT, e aumento da SOD), podendo levar a um aumento do dano oxidativo ao
DNA, além de levar a neurodegeneragao;

e Os niveis de NPSH foram diminuidos apos exposi¢ao por 24h ao toxicante, sendo
que esse teor diminuido estd relacionado a ligacdo do complexo cobre-GSH ou ao
excesso de ERO gerado pela reacdo de Fenton e Haber-Weiss; além disso, verificou-se
uma diminui¢do dos niveis de PSH, que ocorreu em concentragdes menores de CuSOs4
na linhagem C6 quando comparada a U-87 MG;

e A expressao das enzimas antioxidantes foi alterada de diferentes maneiras entre as
linhagens estudadas apos exposi¢do por 24h ao CuSO4: na linhagem C6 houve um
aumento na expressao de GPx, enquanto na linhagem U-87 MG o aumento foi visto na

expressao de SODI.
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Figura 11 — Principais alteracdes observadas em parametros de estresse oxidativo apds a

exposicao ao excesso de cobre e a sua relagdo com diferentes espécies
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61

REFERENCIAS

ACEVEDO, K.M. et al. Copper promotes the trafficking of the amyloid precursor protein. J.
Biol. Chem, v. 286, p. 8252-8262, 2011.

AEBI H. Catalase in vitro. Methods Enzymol., v. 105, p. 121-6, 1984.

ALIAGA, M.E. ef al. Superoxide-dependent reduction of free Fe3+ and release of Fe2+ from

ferritin by the physiologically-occurring Cu(I)-glutathione complex. Bioorg. Med. Chem, v.
19, p. 534-541, 2011.

ALTARELLI, M. et al. Copper Deficiency: Causes, Manifestations, and Treatment.
and participation of cysteine in vivo and in vitro. Archives of Biochemistry and Biophysics,
v. 273, p. 572-577, 1989.

ANTONUCCI, L. et al. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease and Nutritional Implications:
Special Focus on Copper. Nutrients, v. 9, p. 1137, 2017.

ARCIELLO, M.; ROTILIO, G.; ROSSI, L. Copper-dependent toxicity in SH-SY5Y
neuroblastoma cells involves mitochondrial damage. Biochem. Biophys. Res. Commun, v.
327, p. 454-459, 2005.

ASHRAF, A. et al. Regional Distributions of Iron, Copper and Zinc and Their Relationships

With Glia in a Normal Aging Mouse Model. Frontiers in Aging Neuroscience, v. 11, p. 1-
15,2019.

ATWOOD C.S. et al. Copper mediates dityrosine cross-linking of Alzheimer's amyloid-beta.
Biochemistry, v. 43, p. 560-568, 2004.

BARAN, E.J. Trace elements supplementation: recent advances and perspectives. Mini Rev
Med Chem, v. 4, n. 1, p. 1-9, 2004.

BARBOSA, K. B. F. et al. Estresse oxidativo: conceito, implicacdes e fatores modulatorios.
Revista de Nutri¢ao, v. 23, n. 4, p. 629-643, 2010.

BAYRAMOGLU A. M. et al. Ameliorative effects of astaxanthin against copper(Il) ion—
induced alteration of pentose phosphate pathway and antioxidant system enzymes in rats.
Environ Sci Pollut Res, v. 28, p. 62919-62926, 2021.

BERGER, P. et al. Ozone and hydroxyl radicals induced oxidation of glycine. Wat. Res, v.
33,n. 2, p. 433 — 441, 1999.

BERTRAND, E. et al. Neuropathological analysis of pathological forms of astroglia in
Wilson’s disease. Folia Neuropathol, v. 39, p. 73-79, 2001.

BEYER, R. E. An analysis of the role of coenzyme Q in free radical generation and as an
antioxidante. Biochemistry and Cell Biology, v. 70, n. 6, p. 390-403, 1992.

BIELLI P, CALABRESE L. Structure and function relationships in ceruloplasmin: a
‘moonlighting’ protein. Cell Mol Life Sci, v. 59, p. 1413-1427, 2002.



62

BINOLFI, A. ef al. Interaction of a-synuclein with divalent metal ions reveals key
differences: A link between structure, binding specificity and fibrillation enhancement.
Journal of the American Chemical Society, v. 128, n. 30, p. 9893-9901, 2006.

BIRKAYA, B.; ALETTA, J.M. NGF promotes copper accumulation required for optimum
neurite outgrowth and protein methylation. J. Neurobiol, v. 63, p. 49—61, 2005.

BISAGLIA, M.; BUBACCO, L. Copper ions and Parkinson’s disease: Why is homeostasis so
relevant?. Biomolecules, v. 10, n. 2, 2020.

BLANKE, M.L.; VANDONGEN, A.M.J. Activation Mechanisms of the NMDA Receptor. In
Biology of the NMDA Receptor, v. 13, 2009.

BORGSTAHL G. E. O. ef al. The structure of human mitochondrial manganese superoxide
dismutase reveals a novel tetrameric interface of two 4-helix bundles. Cell, v. 71, p. 107-118,
1992.

BOST, M. et al. Dietary copper and human health: Current evidence and unresolved ion
complexes of L-histidine-containing peptides. Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology, v. 35, p. 107-115, 2016.

BOUSQUET-MOORE, D.; MAINS, R. E.; EIPPER, B. A. Peptidylgycine a-amidating
monooxygenase and copper: A gene-nutrient interaction critical to nervous system function.
Journal of Neuroscience Research, v. 88, n. 12, p. 2535-2545, 2010.

BOYD, S.D. et al. Copper sources for Sod1 activation. Antioxidants, v. 9, p. 500, 2020.

BRISCHIGLIARO, M; ZEVIANI, M. Cytochrome c oxidase deficiency. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics, 148335, 2020.

BRYCE, G.F.; GURD, F.R. Visible spectra and optical rotatory properties of cupric ion
complexes of L-histidine-containing peptides. The Journal of biological chemistry, v. 241,
p. 122-129, 1996.

BUBICI, C.; PAPA, S.; PHAM, C. G.; ZAZZERONI, F.; FRANZOSO, G. The NFkappaB-
mediated control of ROS and JNK signaling. Histology and Histopathology, v. 21, p. 69—
80, 2006.

BUCOSSI, S. et al. Copper in Alzheimer’s disease: a meta-analysis of serum,plasma, and
cerebrospinal fluid studies. J. Alzheimers Dis, v. 24, p. 175-185, 2011.

CARLBERG, I.; MANNERVIK, B. Glutathione reductase. Methods in Enzymology, v. 113,
p. 484-490, 1985.

CATER, M. A. et al., ATP7B mediates vesicular sequestration of copper: Insight into biliary
copper excretion. Gastroenterology, v. 130, n. 2, p. 493-506, 2006.

CECCONI, L. et al. Oxidative modification of aldose reductase by copper ion: definition of
the metal-protein interaction mechanism. J. Biol. Chem, v. 277, p. 42017-42027, 2002.



63

CHANG, C.J. Searching for harmony in transition-metal signaling. Nat. Chem. Biol, v. 11, p.
744-747, 2015.

CHAO, M.V. Neurotrophins and their receptors: A convergence point for many signalling
pathways. Nat. Rev. Neurosci, v. 4, p. 299-309, 2003.

CHEIGNON, C. et al. Oxidative stress and the amyloid beta peptide in Alzheimer’s disease.
Redox Biol, v. 14, p. 450-464, 2018. KITAZAWA, M.; HSU, H. W.; MEDEIROS, R. Copper
exposure perturbs brain inflammatory responses and impairs clearance of amyloid-beta.
Toxicol. Sci, v. 152, p. 194-204, 2016.

CHEN, S.H. et al. Apoptosis of cultured astrocytes induced by the copper and neocuproine
complex through oxidative stress and JNK activation. Toxicol. Sci, v. 102, n. 1, p. 138-149,
2008.

CLAUS, H; DECKER, H. Bacterial tyrosinases. Syst. Appl. Microbiol, v. 29, p. 3, 2006.

COBINE, P. A.; MOORE, S. A.; LEARY, S. C. Getting out what you put in: Copper in
mitochondria and its impacts on human disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)
Molecular Cell Research, v. 1868, p. 118867, 2021.

COOPER, A.J.; KRISTAL, B.S. Multiple roles of glutathione in the central nervous system.
Biol Chem, v. 378, p. 793-802, 1997.

CREVELINE C.R. et al. Substrate and Inhibitors of dopamine-B-hydroxylase. Bioquim.
Biophy. Acta, v. 64 p. 125-134, 1962.

CSISZAR K. Lysyl oxidases: a novel multifunctional amine oxidase family. Prog Nucleic
Acid Res Mol Biol, v. 70, p. 1-32, 2001.

CZLONKOWSKA, A. et al. Wilson disease. Nature Reviews Disease Primers, v. 4, n. 1,
2018.

D'AMBROSI, N.; ROSSI, L. Copper at synapse: Release, binding and modulation of
neurotransmission. Neurochemistry international, v. 90, p. 36-45, 2015.

DANCIS, A. et al. Ferric reductase of Saccharomyces cerevisiae: molecular characterization,
role in iron uptake, and transcriptional control by iron. Proc. Natl Acad. Sci. USA, v. 89, p.
3869-3873, 1992.

DEL POZO, T. et al. Identification of reference genes for quantitative real-time PCR studies
in human cell lines under copper and zinc exposure. Biometals, v. 295, p. 935-44, 2016.

DEXTER, D. T. et al. Alterations in the levels of iron, ferritin and other trace metals in
Parkinson’s disease and other neurodegenerative diseases affecting the basal ganglia. Brain v.
114, p. 1953-1975, 1991.

DIAS, C. A. G. M. et al. Luz, melatonina e estresse oxidativo na piscicultura. Biota
Amazonia, v. 3, n. 3, p. 169-176, 2013.



64

DIAZ, T. et al. Metabolismo do cobre na nutri¢ao animal: Revisdo. PubVet, v. 9, n. 6, 279—
286, 2015.

DOGUER, C.; HA, J. H.; COLLINS, J. F. Intersection of Iron and Copper Metabolism in the
Mammalian Intestine and Liver. Comprehensive Physiology, v. 8, n. 4, p. 1433-1461, 2018.

DOS SANTOS, A. Q. et al. Resveratrol increases glutamate uptake and glutamine synthetase
activity in C6 glioma cells. Arch Biochem Biophys, n. 453, p. 161-167, 2006.

DRINGEN R., SCHEIBER I., MERCER J. Copper metabolism of astrocytes. Frontiers in
Aging Neuroscience, v. 5, p. 1663-4365, 2013.

DRINGEN, R. et al. The pivotal role of astrocytes in the metabolism of iron in the brain.
Neurochemical Research, v. 32, n. 11, p. 1884—-1890, 2007.

EIPPER B.A.; STOFFERS D.A.; MAINS R.E. The biosynthesis of neuropeptides: peptide
alpha-amidation. Annu. Rev. Neurosci, v. 15, p. 57-85, 1992.

ELLMAN, G. L. Tissue sulthydryl groups. Arch Biochem Biophys, v. 82, p. 70-77, 1959.

ESCOBAR, J.A.; RUBIO, M.A_; LISSI, E.A. SOD and catalase inactivation by singlet
oxygen and peroxyl radicals. Free Rad. Biol. Med, v. 20, p. 285-290, 1996.

ESKICI, G. AXELSEN, P. H. Copper and oxidative stress in the pathogenesis of Alzheimer’s
disease. Biochemistry, v. 51, p. 6289—6311 2012.

FAN, T.S.; LIU, S.; C.H.; WU, R.M. Alpha-Synuclein and Cognitive Decline in Parkinson
Disease. Life, v. 11, n. 11, p. 1239, 2021.

FERRETTI, G. et al. Copper-induced oxidative damage on astrocytes: protective effect
exerted by human high density lipoproteins. Biochim. Biophys. Acta, v. 1635, n. 1, p. 48-54,
2003.

FETHEROLF, M. ef al. Oxygen-dependent activation of Cu,Zn-superoxide dismutase-1.
Metallomics, v. 9, n. 8, p. 1047-1059, 2017.

FORMAN H.J.; ZHANG H; RINNA A. Glutathione: overview of its protective roles,
measurement, and biosynthesis. Mol Aspects Med, v. 30, p. 1-12, 2009.

FOX, J. H. et al. Mechanisms of copper ion mediated Huntington’s disease progression. Plos
One, v. 2, p. 334, 2007.

FREEDMAN, J.H.; CIRIOLO, M.R.; PEISACH, J. The role of glutathione in copper
metabolism and toxicity. J. Biol. Chem, v. 264, p. 5598-5605, 1989.

FRIDOVICH, 1. Superoxide anion radical (O>".), superoxide dismutases, and related matters.
J. Biol. Chem, v. 272, n. 30, p. 18515-18517, 1997.

GAIER E. D; EIPPER B. A; MAINS R.E. Copper signaling in the mammalian nervous
system: synaptic effects. J Neurosci Res, v. 91, n. 1, p. 2-19, 2013.



65

GAO, Y. et al. Heme-copper terminal oxidase using both cytochrome ¢ and ubiquinol as
electron donors. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 109, n. 9, p. 3275—
3280, 2012.

GEORGATSOU, E. et al. The yeast Frelp/Fre2p cupric reductases facilitate copper uptake
and are regulated by the copper-modulated Maclp activator. J. Biol. Chem, v. 272, p. 13786~
13792, 1997.

GITLER, A. D.; DHILLON, P.; SHORTER, J. Neurodegenerative disease: Models,
mechanisms, and a new hope. DMM Disease Models and Mechanisms, v. 10, n. 5, p. 499—
502, 2017.

GOTO, N. et al. Hydrogen sulfide increases copper-dependent neurotoxicity via intracellular
copper accumulation. Metallomics, v. 12, n. 6, p. 868-875, 2020.

GREENLEAF, W.B. et al. Role of hydrogen bonding in the active site of human manganese
superoxide dismutase. Biochemistry, v. 43, p. 7038-7045, 2004.

GREENOUGH, M.A. CAMAKARIS, J. BUSH, A.l. Metal dyshomeostasis and oxidative
stress in Alzheimer's disease Neurochem. Int, v. 62, p. 540-555, 2013.

GROMADZKA G. et al. Copper Dyshomeostasis in Neurodegenerative DiseasesTherapeutic
Implications. Int J Mol Sci, v.21, n. 23, p. 9259, 2020.

GUZIOR, N. et al. Recent development of multifunctional agents as potential drug candidates
for the treatment of Alzheimer’s disease. Curr. Med. Chem, v. 22, p. 373—404 2015.

HAIDARI, M. et al. Enhanced susceptibility to oxidation and diminished vitamin E content of
LDL from patients with stable coronary artery disease. Clin. Chem, v. 47, p. 1234-1240,
2001.

HALL, L. T. et al. X-ray Crystallographic and Analytical Ultracentrifugation Analyses of
Truncated and Full-Length Yeast Copper Chaperones for SOD (LYS7): A Dimer-Dimer
Model of LYS7-SOD Association and Copper Delivery. Biochemistry, v. 39, p. 3611-3623,
2000.

HALLIWELL B.; WHITEMAN, M. Measuring reactive species and oxidative damage in
vivo and in cell culture: how should you do it and what do the results mean? Br J
Pharmacol, v. 142, n. 2, p. 231-55, 2004.

HALLIWELL, B. Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now? J.
Neurochem, v. 97, p. 1634-1658, 2006.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE J.M.C. Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford,
ed. 5, 2015.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J.M. Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: an overview. Methods Enzymol, v. 186, p. 1-85, 1990.



66

HALPER J.; KJAER M. Basic components of connective tissues and extracellular matrix:
elastin, fibrillin, fibulins, fibrinogen, fibronectin, laminin, tenascins and thrombospondins.
Adv Exp Med Biol, v. 802, p. 31-47, 2014.

HAN, P.; MA, X.; YIN, J. The effects of lipoic acid on soybean B-conglycinin-induced
anaphylactic reactions in a rat model. Archives of Animal Nutrition, v. 64, n. 3, p. 254-264,
2010.

HE, L. et al. Antioxidants Maintain Cellular Redox Homeostasis by Elimination of Reactive
Oxygen Species. Cellular Physiology and Biochemistry, v. 44, n.2, p. 532-553, 2017.

HEATON, D.N. et al. The mitochondrial copper metallochaperone Cox17 exists as an
oligomeric, polycopper complex. Biochemistry, v. 40, p. 743-751, 2001.

HERMIDA-AMEIJEIRAS, A. et al. Autoxidation and MAO-mediated metabolism of
dopamine as a potential cause of oxidative stress: Role of ferrous and ferric ions.
Neurochemistry international, v. 45, p. 103-16, 2004.

HSU H.W; BONDY, S.C; KITAZAWA M. Environmental and dietary exposure to copper
and its cellular mechanisms linked to Alzheimer's disease. Toxicol Sci, v. 163, n. 2, p. 338-
345, 2018.

HSU, H. W. et al. Copper-Induced Upregulation of MicroRNAs Directs the Suppression of
Endothelial LRP1 in Alzheimer's Disease Model. Toxicol Sci, v. 170, n. 1, p. 144-156, 2019.

HULTBERG B., ANDERSSON A., ISAKSSON A. Copper ions differ from other thiol
reactive metal ions in their effects on the concentration and redox status of thiols in HelL a cell
cultures. Toxicology, v. 117, p. 89-97, 1997.

HUSTER, D. ef al. High copper selectively alters lipid metabolism and cell cycle machinery
in the mouse model of Wilson disease. J. Biol. Chem, v. 282, p.8343-8355, 2007.

HWANG J.M. et al. Inhibitory effect of berberine on tert-butyl hydroperoxide-induced
oxidative damage in rat liver. Arch Toxicol, v. 76, p. 664—-670, 2002.

HWANG, J.J.; PARK, M.H.; KOH, J.Y. Copper activates TrkB in cortical neurons in a
metalloproteinase-dependent manner. J. Neurosci. Res, v. 85, p. 2160-2166, 2007.

ILYECHOVA, E. et al. CRISP-R/Cas9 Mediated Deletion of Copper Transport Genes CTR1
and DMT1 in NSCLC Cell Line H1299. Biological and Pharmacological Consequences.
Cells, v. 8, n. 4, p. 1-16, 2019.

IRATO, P. et al. Oxidative burst and metallothionein as a scavenger in macrophages.
Immunology & Cell Biology, v.79, n. 3, p. 251-254, 2001.

ISCHIROPOULOS H, AL-MEHDI A.B. Peroxynitrite-mediated oxidative protein
modifications. FEBS Lett, v. 64, p. :279-82, 1995.



67

JIANG W. et al. Copper exposure induces oxidative injury, disturbs the antioxidant system
and changes the Nrf2/ARE (CuZnSOD) signaling in the fish brain: Protective effects of myo-
inositol. Aquatic Toxicology, v. 155, p. 301-313, 2014.

JOHNSON, K.A.; CONN, P.J.; NISWENDER, C.M. Glutamate receptors as therapeutic
targets for Parkinson’s disease. CNS Neurol. Disord. Drug Targets, v. 8, p. 475-491, 20009.

KAPLAN, J. H.; MARYON, E. B. How Mammalian Cells Acquire Copper: An Essential but
Potentially Toxic Metal. Biophysical Journal, v. 110, n. 1, p. 7-13, 2016.

KARDOS, J. et al. Copper signalling: Causes and consequences. Cell Commun. Signal, v.
16, p. 71, 2018.

KARIN, M. How NF-kB is activated: the role of IkB kinase (IKK) complex. Oncogene, v.
18, p. 6867-6874, 1999.

KHALFAOUI-HASSANI, B. ef al. Widespread Distribution and Functional Specificity of the
Copper Importer CcoA: Distinct Cu Uptake Routes for Bacterial Cytochrome ¢ Oxidases.
mBio, v. 9, n. 1, 2018.

KOH, C.S. et al. Crystal Structures of a Poplar Thioredoxin Peroxidase that Exhibits the
Structure of Glutathione Peroxidases: Insights into Redox-driven Conformational Changes.
Journal of Molecular Biology, v. 370, n. 3, p. 512-529, 2007.

KOPPERS, A. et al. Significance of Mitochondrial Reactive Oxygen Species in the
Generation of Oxidative Stress in Spermatozoa. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, v. 93, n. 8, p. 3199-3207, 2008.

KUMAR, V. et al. Relationship of antioxidant and oxidative stress markers in different
organs following copper toxicity in a rat model. Toxicology and Applied Pharmacology., v.
293, p. 3743, 2016.

LAL J. C. K; BLASS, J. P. Neurotoxic effects of copper: Inhibition of glycolysis and
glycolytic enzymes. Neurochemical Research, v. 9, n. 12, p. 1699-1710, 1984.

LAMB, A. L. et al. Crystal structure of the copper chaperone for superoxide dismutase.
Nature Structural Biology, v. 6, p. 724-729, 1999.

LARGERON M. Amine oxidases of the quinoproteins family: their implication in the
metabolic oxidation of xenobiotics. Pharm Fr, v. 69, n. 1, p. 53-61, 2011.

LETELIER, M. E. ef al. Mechanisms underlying the inhibition of the cytochrome P450
system by copper ions. Journal of Applied Toxicology, v. 29, n. 8, p. 695-702, 2009.

LI, Z. et al. Dopamine beta-hydroxylase and its role in regulating the growth and larval
metamorphosis in Sinonovacula constricta. Gene, v. 737, p. 144418, 2020.

LIMON-PACHECO, J.H. et al. Glutathione depletion activates mitogen-activated protein
kinase (MAPK) pathways that display organ-specific responses and brain protection in mice.
Free Radic. Biol. Med, v. 43, p. 1335-1347, 2007.



68

LINDER, M.C. Ceruloplasmin and other copper binding components of blood plasma and
their functions: An update. Metallomics, v. 8, p. 887-905, 2016.

LINDER, MC. Nutritional biochemistry of copper, with emphasis on the perinatal period.
Biochemical Aspects of Human Nutrition., p. 143179, 2010.

LINDER, MC; HAZEGH-AZAM, M. Copper biochemistry and molecular biology. Am J
Clin Nutr, v. 63, p. 797-811, 1996.

LIU, J. et al. The Role of NMDA Receptors in Alzheimer’s Disease. Front. Neurosci, v. 13,
p. 43, 2019.

LIU, N. et al. Transcuprein is a macroglobulin regulated by copper and iron availability. J.
Nutr. Biochem, v. 18, p. 597-608, 2007.

LOWRY, O. H. et al. Protein measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem, v.
193, p. 265-275, 1951.

LU, J. et al. Trace amounts of copper exacerbate beta amyloid-induced neurotoxicity in the
cholesterol-fed mice through TNF-mediated inflammatory pathway. Brain Behav Immun, v.
23,n. 2, p. 193-203, 2009.

LUTSENKO, S. Copper trafficking to the secretory pathway. Metallomics, v. 8, p. 840—852
2016.

LUTSENKO, S.; BHATTACHARIEE, A.; HUBBARD, A. L. Copper handling machinery of
the brain. Metallomics, v. 2, p. 596608, 2010.

MANISH K. et al. Copper ion / H202 oxidation of Cu/Zn-Superoxide dismutase:
Implications for enzymatic activity and antioxidant action. Redox Biology, v. 26, p. 2213-
2317,2019.

MARKLUND, S.L. Extracellular superoxide dismutase in human tissues and human cell
lines. J. Clin. Invest, v. 74, p. 1398-1403. 1984.

MARKLUND, S.L. Product of extracellular-superoxide dismutase catalysis FEBS Lett, v.
184, p. 237-239, 1985.

MASON, D.A. Function and development of the primary thickening meristem in the
monocotyledon. Allium cepa L. Bot. Guz, v. 140, p. 51-66, 1979.

MASON, K.E. A conspectus of research on copper metabolism and requirements of man. J.
Nutr, v. 109, p. 1979-2066, 1979.

MAUNG, M.T. et al. The molecular and cellular basis of copper dysregulation and its
relationship with human pathologies. FASEB J, v. 35, 21810, 2021.

MAXWELL SRIJ. Prospects for the use antioxidant therapies. Department of Medicine, v.
49, n. 3, p. 345-361, 1995.

Medicine and Cellular Longevity, 2014.



69

MERKER K. et al. Copper related toxic effects on cellular protein metabolism in human
astrocytes. Biofactors, v. 24, n. 1-4, p. 255-261, 2005.

MISRA, H. P.; FRIDOVICH, I. The role of superoxide anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for superoxide dismutase. REF, v. 247, n. 10, p. 3170, 1972.

MITTL, P.R.E.; SCHULZ, G.E. Structure of glutathione reductase from escherichia coli at
1.86 A resolution: Comparison with the enzyme from human erythrocytes. Protein Science,
v. 3, p. 799-809, 1994.

MONTES, S. et al. Copper and Copper Proteins in Parkinson's Disease. Oxidative
MORIYA, M. et al. Copper is taken up efficiently from albumin and alpha2-macroglobulin
by cultured human cells by more than one mechanism. Am. J. Physiol. Cell Physiol, v. 295,
p. 708-721, 2008.

MORIYA, M. et al. Copper is taken up efficiently from albumin and alpha2-macroglobulin
by cultured human cells by more than one mechanism. Am. J. Physiol. Cell Physiol, v. 295,
p. 708-721. 2008.

MOSMANN, T. Rapid colorimetr assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods, v. 65, p. 55, 1983.

NAGASAKA, H. et al. Relationship between oxidative stress and antioxidant systems in the
liver of patients with Wilson disease: hepatic manifestation in Wilson disease as a
consequence of augmented oxidative stress. Pediatr. Res, v. 60, n. 4, p. 472-477, 2006.

NALETOVA, L. et al. The Copper (II)-Assisted Connection between NGF and BDNF by
Means of Nerve Growth Factor-Mimicking Short Peptides. Cells, v. 8, p. 301, 2019.

NAVARRO, J.A, SCHNEUWLY 8. Copper and zinc homeostasis: Lessons from drosophila
melanogaster. Front. Genet, v. 8, p. 223, 2017.

NAVASA, P.; VILLALBA, J M.; CABO, R. Importance of plasma membrane coenzyme Q in
aging and stress responses. Mitochondrion, v. 7 Suppl, p. S34-40, 2007.

PAIK, S. R. et al. Copper (II)-induced self-oligomerization of a-synuclein. Biochemical
Journal, v. 340, n. 3, p. 821-828, 1999.

PAMP, K. et al. NAD(H) enhances the Cu (II)-mediated inactivation of lactate dehydrogenase
by increasing the accessibility of sulthydryl groups. Free Radic. Res, v. 39, p. 31-40, 2005.

PARSONAGE D.; KARPLUS P.A.; POOLE L.B. Substrate specificity and redox potential of
AhpC, a bacterial peroxiredoxin. Proc Natl Acad Sci, v. 105, 2008.

PEREZ, M.G. et al. Neutral Red versus MTT assay of cell viability in the presence of copper
compounds. Analytical Biochemistry, v. 535, p. 43-46, 2017.

PETERS, C. et al. Biphasic effects of copper on neurotransmission in rat hippocampal
neurons. J. Neurochem, v. 119, p. 78-88, 2011.



70

PHAM, A. N.; WAITE, T. D. Cu(II)-catalyzed oxidation of dopamine in aqueous solutions:
Mechanism and kinetics. Journal of Inorganic Biochemistry, v. 137, p. 74-84, 2014.

PIGEOLET, E. et al. Glutathione peroxidase, superoxide dismutase, and catalase inactivation
by peroxides and oxygen derived free radicals. Mech. Ageing Dev, v. 51, p. 283-297, 1990.

POPE, S.A; MILTON, R.; HEALES, S.J. Astrocytes protect against copper-catalysed loss of
extracellular glutathione. Neurochem. Res, v. 33, n. 7, p. 1410-1418, 2008.

POUJOIS, A.; WOIMANT, F. Wilson’s disease: a 2017 update. Clin. Res. Hepatol.
Gastroenterol, v. 42, p. 512-520, 2018.

POURAHMAD J., O’BRIEN P.J. A comparison of hepatocyte cytotoxic mechanisms for
Cu2+ and Cd2+. Toxicology, v. 143, p. 263273, 2000.

POURAHMAD J.; O’BRIEN, P.J. A comparison of hepatocyte cytotoxic mechanisms for
Cu2+ and Cd2+. Toxicology, v. 143, n. 3, p. 263-273, 2000.

PROHASKA JR ef al. In vitro copper stimulation of plasma peptidylglycine alpha-amidating
monooxygenase in Menkes disease variant with occipital horns. Pediatr. Res, v. 42, p. 862—
865, 1997.

PROHASKA, J. R.; BRODERIUS, M. Plasma peptidylglycine alpha-amidating
monooxygenase (PAM) and ceruloplasmin are affected by age and copper status in rats and

mice. Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular
Biology, v. 143, n.3, p. 360-366, 2006.

PUFAHL, R.A. et al. Metal ion chaperone function of the soluble Cu(I) receptor Atx1.
Science, v. 278, p. 853-856, 1997.

QIAN, Y. et al. Involvement of the molecular chaperone Hspa5 in copper homeostasis in
astrocytes. Brain Res, v. 1447, p. 9-19, 2012.

QIN, K. ef al. ATM-mediated transcriptional elevation of prion in response to copper-induced
oxidative stress. J. Biol. Chem, v. 284, p. 4582-4593, 2009.

RAHMAN MK. ef al. Dopamine-B-hydroxylase (DBH), its cofactors and other biochemical
parameters in the serum of neurological patients in Bangladesh. Int. J. Biomed. Sci, v. 5, n.
4, p. 395-401, 20009.

RAHMAN MK. et al., Developmental changes of catecholamine-mediating enzyme —
dopamine-B-hydroxylase and its cofactors in central and peripheral tissues and serum of
Long-Evans rats. Int. J. Biomed. Sci, v. 8, n. 3, p. 194-203, 2012.

RAMOS D. et al. Mechanism of Copper Uptake from Blood Plasma Ceruloplasmin by
Mammalian Cells. PLOS ONE, v. 11, 2016.

RAMOS, D. et al. Mechanism of copper uptake from blood plasma ceruloplasmin by
Mammalian cells. Plos One, v. 11, n. 3, 2016.



71

RAMOS, D. et al. Mechanism of Copper Uptake from Blood Plasma Ceruloplasmin by
Mammalian Cells. PLOS ONE, v. 11, e0149516, 2016.

RASIA, R.M. et al. Structural characterization of copper(Il) binding to alpha-synuclein:
Insights into the bioinorganic chemistry of Parkinson's disease. Proc. Natl. Acad. Sci, v. 102,
p. 4294-4299, 2005.

REDDY, P.V.; RAO, K.V.; NORENBERG M.D. The mitochondrial permeability transition,
and oxidative and nitrosative stress in the mechanism of copper toxicity in cultured neurons
and astrocytes. Lab. Invest, v. 88, n. 8, p. 816-830, 2008.

REPETTO, G.; DEL PESO A.; ZURITA J. L. Neutral red uptake assay for the estimation of
cell viability/cytotoxicity. Nature Protocols, v. 3, p. 1125-1131, 2008.

RIDER, J. E. et al. Spermine and spermidine mediate protection against oxidative damage
caused by hydrogen peroxide. Amino Acids, v. 33, n. 2, p. 231-240, 2007.

RIDER, J. E. et al. Spermine and spermidine mediate protection against oxidative damage
caused by hydrogen peroxide. Amino Acids, v. 33, n. 2, p. 231-240, 2007.

RILEY P. Melanin. Int J Biochem Cell Biol, v. 29, n. 11, p. 1235-1239. 1997.

ROBERTSON D, HOLLISTER AS, BIAGGIONI I. Dopamine-B-hydroxylase deficiency and
cardiovascular control. Hypertension. 1991;18:1-8.

ROSS, G.M. et al. The binding of zinc and copper ions to nerve growth factor is differentially
affected by pH: Implications for cerebral acidosis. J. Neurochem, v. 78, p. 515-523, 2001.

SCHEIBER LF.; DRINGEN, R. Copper-treatment increases the cellular GSH content and
accelerates GSH export from cultured rat astrocytes. Neurosci. Lett, v. 498, n. 1, p. 42-46,
2011.

SCHEIBER, I. F.; DRINGEN, R. Astrocyte functions in the copper homeostasis of the brain.
Neurochemistry International, v. 62, n. 5, p. 556565, 2013.

SCHEIBER, I. F.; SCHMIDT, M. M.; DRINGEN, R. Copper export from cultured astrocytes.
Neurochemistry International, v. 60, n. 3, p. 292-300, 2012.

SCHEIBER, I. F; DRINGEN, R. Copper-treatment increases the cellular GSH content and
accelerates GSH export from cultured rat astrocytes. Neurosci Lett, v. 498, n. 1, p. 6-42,
2011.

SCHEIBER, LF., MERCER, J.F., AND DRINGEN, R. Metabolism and functions of copper
in brain. Progress in neurobiology, v. 116, p. 33-57, 2014.

SCHEINBERG, I. H.; STERNLIEB, 1. Wilson disease and idiopathic copper toxicosis. Am.
J. Clin. Nutr, v. 63, p. 842-845, 1996.

SCHLIEF, M.L.; CRAIG, A.M.; GITLIN, J.D. NMDA receptor activation mediates copper
homeostasis in hippocampal neurons. Journal of Neuroscience, v. 25, p. 239-246, 2005.



72

SCHLIEF, M.L.; GITLIN, J.D. Copper homeostasis in the CNS: A novel link between the
NMDA receptor and copper homeostasis in the hippocampus. Mol. Neurobiol, v. 33, p. 81—
90, 2006.

SCHWARZ, G.; A.A, B. Cobalt in human health and disease. Metal ions in life
sciences, v.13, p. 295-320, 2013.

SEQUEIRA, S.; RAO, A. V.; RAO, A. Increased oxidative stress and altered antioxidants
status in patients with chronic allergic rhinitis. Advances in Bioscience and Biotechnology,
v. 3, n. 7A, p. 951-956, 2012.

SHAULIAN, E. e KARIN, M. AP-1 as a regulator of cell life and death. Nature Cell
Biology, v. 4, p. 131-136, 2002.

SHELINE, C. T.; CHOI, D. W. Cu2+ toxicity inhibition of mitochondrial dehydrogenases in
vitro and in vivo. Ann. Neurol, v. 55, p. 645-653, 2004.

SHIN, D.S. et al. Tainer Superoxide dismutase from the eukaryotic thermophile Alvinella
pompejana: structures, stability, mechanism, and insights into amyotrophic lateral sclerosis. J.
Mol. Biol, v. 385, p. 1534-1555, 2009.

SHIVA, S. et al. Ceruloplasmin is a NO oxidase and nitrite synthase that determines
endocrine NO homeostasis. Nat Chem Biol, v. 2, p. 486-493, 2006.

SHOUBRIDGE, E.A. Cytochrome ¢ oxidase deficiency. Am. J. Med. Genet, v. 106, n. 1 p.
46-52, 2001.

SLOMINSKI A. ef al. Melanin pigmentation in mammalian skin and its hormonal regulation.
Physiol Rev, v. 84, n. 4, p. 1155-1228, 2004.

SMITH-MUNGO L.I.; KAGAN H.M. Lysyl oxidase: properties, regulation and multiple
functions in biology. Matrix Biol, v. 16, n. 7, p. 387-398, 1998.

SPENCER, W. A. ef al. Oxidatively generated DNA damage after Cu(Il) catalysis of
dopamine and related catecholamine neurotransmitters and neurotoxins: Role of reactive
oxygen species. Free Radical Biology and Medicine, v. 50, n. 1, p. 139-147, 2011.

SQUITTI, R. ef al. Copper Imbalance in Alzheimer’s Disease and Its Link with the Amyloid
Hypothesis: Towards a Combined Clinical, Chemical, and Genetic Etiology. Journal of
Alzheimer’s Disease, v. 83, n. 1, p. 2341, 2021.

SQUITTIL R. et al. Elevation of serum copper levels in Alzheimer’s disease. Neurology, v.
59, p. 1153-1161, 2002.

SQUITTI, R. ef al. Excess of nonceruloplasmin serum copper in AD correlates with MMSE,
CSF [beta]-amyloid, and h-tau Neurology, v. 67, p. 76-82, 2006.

SQUITTI, R. ef al. Meta-analysis of serum non-ceruloplasmin copper in Alzheimer’s disease.
J. Alzheimers Dis, v. 38, p. 809-822, 2014.



73

STITES T.E.; MITCHELL A.E.; RUCKER R.B. Physiological importance of quinoenzymes
and the O-quinone family of cofactors. J Nutr, v. 130, n. 4, p. 719-727, 2000.

STOCKER R., AMES B. N. Potential role of conjugated bilirubin and copper in the
metabolism of lipid peroxides in bile. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v. 84, n. 22, p. 8130-8134, 1987.

STURROCK, A.; LEAVITT, B. R. The clinical and genetic features of Huntington disease. J.
Geriatr. Psychiatry Neurol, v. 23, p. 243-259, 2010.

SUNG, C. et al. Oxidative Stress and Nucleic Acid Oxidation in Patients with Chronic
Kidney Disease. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2013, 2013.

SUZUKI, K.T.; KARASAWA, A.; AND YAMANAKA, K. Binding of copper to albumin
and participation of cysteine in vivo and in vitro. Archives of Biochemistry and Biophysics,
v. 273, p. 572-577, 1989.

TAPIERO H., TOWNSEND D.M., TEW K.D. Trace elements in human physiology and
pathology. Copper. Biomed Pharmacother, v. 57, n. 9, p. 98-386, 2003.

TIWARI M. K. et al. Copper ion / H202 oxidation of Cu/Zn-Superoxide dismutase:
Implications for enzymatic activity and antioxidant action. Redox Biology, v. 26, p. 2213-
2317,2019.

TRAVAGLIA, A. et al. Copper, BDNF and Its N-terminal domain: Inorganic features and
biological perspetives. Chemistry v. 18, p. 15618-15631, 2012.

TROCELLO, J.M. et al. Anomalies du métabolisme du cuivre chez I'adulte. La Revue de
Médecine Interne, v. 31, n. 11, p. 750-756, 2010.

UAUY R., OLIVARES M., GONZALEZ M. Essentiality of copper in humans. Am J Clin
Nutr, v. 67, n. 5, 1998.

URIU-ADAMS, J. Y.; KEEN, C. L. Copper, oxidative stress, and human health. Molecular
Aspects of Medicine, v. 26, n. 4, p. 268-298, 2005.

UVERSKY, V. N.; LI, J.; FINK, A. L. Metal-triggered structural transformations,
aggregation, and fibrillation of human a-synuclein: A possible molecular link between

parkinson’s disease and heavy metal exposure. Journal of Biological Chemistry, v. 276, n.
47, p. 44284-44296, 2001.

VASHCHENKO G.; MACGILLIVRAY R.T.A. Multi-copper oxidases and iron metabollism.
Nutrients, v. 5, p. 2289-2313, 2013.

VERWILST, P.; SUNWOO, K.; KIM, J. S. The role of copper ions in pathophysiology and
fluorescent sensors for the detection thereof. Chemical Communications, v. 51, n. 26, p.
5556-5571, 2015.

WALSHE, J.M. Wilson's disease. Lancet, v. 369, p. 902, 2007.



74

WANG W., BALLATORI N. Endogeneous glutahione conjugates: Occurrence and biological
functions. Pharmacol, v. 50, p. 335-355, 1993.

WANG, W. et al. Zinc and copper inhibit nerve growth factor-mediated protection from
oxidative stress-induced apoptosis. Neurosci. Lett, v. 259, p. 115-118, 1999.

WANG, X. et al., Oxidative stress and mitochondrial dysfunction in Alzheimer’s disease.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, v. 1842, n. 8, p. 1240—
1247, 2014.

WANG, Y. et al. Excessive Cu (2+) deteriorates arsenite-induced apoptosis in chicken brain
and resulting in immunosuppression, not in homeostasis. Chemosphere, v. 239, 124758,
2020.

WARING, W. S.; WEBB, D. J.; MAXWELL, S. R. J. Systemic uric acid administration
increases serum antioxidant capacity in healthy volunteers. Journal of Cardiovascular
Pharmacology, v. 38, n. 3, p. 365-371, 2001.

WEISS, K.C; LINDER, M.C. Copper transport in rats involving a new plasma protein. Am. J.
Physiol., n. 249, p. 77-88, 1985.

WENDEL, A. "Glutathione peroxidase". Methods in Enzymology, v. 77, p. 325-333, 1981.

WOGELIUS, R.A. et al. Trace metals as biomarkers for eumelanin pigment in the fossil
record. Science, v. 333, p. 1622, 2011.

ZISCHKA, H.; EINER, C. Mitochondrial copper homeostasis and its derailment in Wilson
disease. International Journal of Biochemistry and Cell Biology, v. 102, p. 71-75, 2018.

ZORODDU. et al. The essential metals for humans: a brief overview. J. Inorg. Bioquim, v.
195, p. 120-129, 2019.



		2023-10-18T12:01:31-0300


		2023-10-19T10:12:02-0300




