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RESUMO 

O cobre (Cu) é um oligoelemento essencial que desempenha um papel importante nas funções 

cerebrais, atuando, por exemplo, no sistema de defesa antioxidante e no metabolismo do ferro. 

No entanto, altos níveis celulares desse metal resultam em estresse oxidativo. Sendo assim, o 

objetivo deste trabalho foi analisar as alterações provocadas pelo excesso de cobre em 

parâmetros de estresse oxidativo, e na atividade e expressão de enzimas do sistema 

antioxidante, utilizando como modelo uma linhagem de astroglioma mais resistente às 

elevações de cobre (U-87 MG) e uma linhagem mais suscetível (C6). As células foram 

cultivadas na ausência ou presença de CuSO4 (0 - 600 μM) por 24h ou 48h. A atividade das 

enzimas catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e glutationa 

peroxidase (GPx) foram avaliadas espectrofotometricamente, assim como os níveis de tióis não 

proteicos (NPSH) e proteicos (PSH). A produção de superóxido foi determinada usando a sonda 

fluorescente dihidroetídio (DHE). Já a expressão dos genes que codificam para as enzimas 

antioxidantes GR, GPx1 e SOD1 foi determinada por RT-PCR em tempo real. Na linhagem C6 

e U-87 MG foi possível observar uma diminuição da atividade das enzimas GPx, GR e CAT 

após 24h e 48h de exposição ao CuSO4, enquanto que para a SOD verificou-se um aumento em 

sua atividade após 24h de exposição ao toxicante, sendo que na linhagem U-87 MG isso foi 

verificado já nas concentrações iniciais de CuSO4; porém em 48h observou-se uma redução em 

sua atividade em ambas as linhagens. Em relação ao NPSH e PSH, verificou-se uma diminuição 

após 24h de exposição ao metal, sendo que nas células U-87 MG os níveis de PSH diminuíram 

somente em concentrações mais elevadas de CuSO4, e nas células C6 essa redução já é 

observada nas menores concentrações; assim como foi observado um aumento na geração de 

superóxido. Quanto à expressão dos genes que codificam para enzimas antioxidantes, observou-

se uma redução no conteúdo de mRNA para GR após 24h de exposição ao metal, em ambas as 

linhagens. Por outro lado, verificou-se que houve um aumento no conteúdo de mRNA de GPx1 

na linhagem C6 após o mesmo período de exposição ao CuSO4. Em relação à expressão do 

SOD1, observou-se que houve um aumento no conteúdo de mRNA nas células U-87 MG após 

exposição ao toxicante; por outro lado, na linhagem C6 verificou-se uma diminuição na 

expressão dessa enzima. Em conjunto, estes resultados indicam que altos níveis de Cu causam 

uma diminuição na atividade de enzimas antioxidantes e nos níveis de grupos tióis 

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



 

 

 

 

oxidativo ou a uma interação direta entre Cu e as enzimas em seu sítio ativo. Por fim, conclui-

se que existem diferenças espécie-específicas 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 sensível ao excesso do metal em comparação 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 

is 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 μM) 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 SOD1, 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. 
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1 INTRODUÇÃO 

O micronutriente essencial cobre (Cu) atua como um cofator catalítico chave em uma 

ampla gama de processos biológicos, incluindo respiração mitocondrial, defesa antioxidante e 

síntese de compostos bioquímicos. É importante ressaltar que a concentração de Cu intracelular 

é mantida em uma faixa baixa, e um aumento moderado pode causar citotoxicidade e até morte 

celular; assim, a captação, distribuição e eliminação de Cu são rigorosamente reguladas 

(WALSHE, 2007). O primeiro registro da participação do cobre como nutriente essencial data 

de 1928, com a observação do metal na eritropoiese de ratos, e a sua deficiência nutricional 

vem sendo descrita desde 1964 (UAUY, 1998; BARAN, 2004). O cobre é obtido através da 

nutrição, e os alimentos com as maiores concentrações do elemento são os órgãos de animais 

(por exemplo, fígado), mariscos, frutos secos e cereais. Estima-se que sua ingestão diária 

necessária seja em média entre 1 e 3 mg (TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2003).  

Intracelularmente, o cobre atua principalmente como cofator ou componente estrutural 

de várias enzimas, incluindo Cu/Zn superóxido dismutase (SOD1), citocromo c oxidase (CcO) 

e ceruloplasmina (Cp) (TROCELLO et al., 2010; KAPLAN; MARYON, 2016; NAVARRO; 

SCHNEUWLY, 2017; MAUNG, 2021). A deficiência de cobre pode levar à diminuição dos 

níveis dessas enzimas e afetar negativamente o metabolismo celular (LETELIER et al., 2009; 

ZISCHKA; EINER, 2018).  

Ainda, uma das funções mais significativas do cobre é a sua participação na produção 

de neurotransmissores no cérebro, o que o torna crucial para o sistema nervoso central (SNC). 

O cobre é necessário para a produção da enzima dopamina-β-hidroxilase (DβH), que é 

responsável pela conversão da dopamina em noradrenalina (HSU et al., 2019; NAVARRO; 

SCHNEUWLY, 2017; ZORODDU et al., 2019). Além disso, o cobre também é um cofator 

essencial para a produção de mielina, que reveste os axônios dos neurônios. A mielina é 

importante para a transmissão rápida de sinais nervosos e para a proteção dos neurônios 

(GAIER; EIPPER; MAINS, 2013; GROMADZKA et al., 2020). A deficiência de cobre pode 

levar a danos na mielina e consequentemente a doenças neurológicas (BISAGLIA; BUBACCO, 

2020; WANG et al., 2014).  

O cobre também está envolvido na proteção contra o estresse oxidativo, o qual decorre 

da existência de um desequilíbrio entre compostos antioxidantes e oxidantes, favorecendo a 

geração excessiva de espécies reativas de oxigênio (ERO) em detrimento da velocidade de 

remoção destes. Esse processo conduz à oxidação de biomoléculas com consequente perda de 
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suas funções biológicas e/ou desequilíbrio homeostático, cuja manifestação é o dano oxidativo 

potencial contra células e tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; URIU-ADAMS; 

KEEN, 2005). Neste sentido, o SNC é especialmente suscetível ao estresse oxidativo, e a 

deficiência de cobre pode levar a danos no cérebro, assim como em outros órgãos, devido à 

diminuição da atividade da SOD1.  

Por outro lado, um aumento nas concentrações deste metal pode ser citotóxico, 

principalmente relacionado à inibição de função de proteínas e à produção de ERO pela reação 

de Fenton (URIU-ADAMS; KEEN, 2005). Esse aumento pode levar ao estresse oxidativo, 

danos ao DNA e até mesmo à morte celular (SCHEIBER; DRINGEN, 2013). Por isso, é 

importante que as células mantenham um equilíbrio adequado de cobre intracelular para 

garantir seu bom funcionamento e prevenir danos celulares.  

1.1 METABOLISMO DO COBRE 

O cobre é um mineral essencial que é adquirido através da dieta. Após a ingestão, o 

cobre é absorvido no intestino delgado, na porção do duodeno (MANSON, 1979). A captação 

de cobre pelas células epiteliais intestinais é mediada principalmente pelo transportador de 

cobre 1 (Ctr1), localizado no ápice dos enterócitos. O transportador de metal divalente 1 

(DMT1) também atua no transporte do cobre para o interior da célula, e tanto o Ctr1 quanto o 

DMT1 são os transportadores mais utilizados para a internalização do metal pelas células 

(ILYECHOVA et al., 2019). A captação do cobre é facilitada pela atividade de metaloredutases, 

como a citocromo b duodenal (DCYTB) (DANCIS et al., 1992; GEORGATSOU et al., 1997), 

que reduzem Cu2+ (divalente) a Cu+ (monovalente), visto que o Ctr1 transporta o estado iônico 

de Cu; já o transportador DMT1 transporta cobre em ambos os estados de oxidação (Cu2+/Cu+) 

(ILYECHOVA et al., 2019). Após absorção pelo trato gastrointestinal, o cobre é secretado no 

sangue (circulação portal) pelos enterócitos através da ATPase alfa transportadora de cobre 

(ATP7A), e neste local é ligado a proteínas como albumina, transferrina, ao aminoácido 

histidina e macroglobulinas. Após atingir o fígado, os hepatócitos mediam a captação de Cu 

também via Ctr1/DMT1 (Figura 1) (WEISS, 1985; LIU et al., 2007; MORIYA et al., 2008; 

RAMOS et al., 2016).   

Dentro do citoplasma, o Cu é então entregue a proteínas específicas por chaperonas de 

Cu, ou sequestrado por metalotioneínas (MT) ou glutationa (GSH) para armazenamento, 

evitando que haja danos oxidativos durante o processo de internalização do cobre (PUFAHL et 
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al., 1997; HEATON et al., 2001; KUMAR et al., 2016; BOYD et al., 2020). As chaperonas de 

Cu incluem Cox17 (que fornece Cu para CcO), CCS (chaperona de cobre para SOD1) que 

fornece Cu para superóxido dismutase 1, e Atox1 (chaperona antioxidante 1 de cobre) que 

fornece Cu para ATP7B (ATPase beta transportadora de cobre). A ATP7B bombeia íons Cu do 

fígado de volta para o sangue, onde esses se ligam principalmente à 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 é distribuído para as enzimas 

dependentes de cobre (como comentado acima), participando de várias reações em processos 

fisiológicos, incluindo produção de energia mitocondrial, metabolismo de tirosina e 

neurotransmissores, homeostase redox e remodelação da matriz extracelular (CSISZAR, 2001; 

LUTSENKO; BHATTACHARJEE; HUBBARD, 2010; LUTSENKO, 2016). O excesso de 

cobre é eliminado do organismo através da bile, que é secretada no intestino delgado e excretada 

nas fezes. A eliminação de cobre é controlada pela ATP7B presente nas células do fígado 

(Figura 1) (COBINE; MOORE; LEARY, 2021).  

No SNC, os astrócitos - que fazem parte da barreira hematoencefálica - são as primeiras 

células deste tecido a terem contato com o cobre proveniente da circulação sanguínea 

(DRINGEN et al., 2007; SCHEIBER; SCHMIDT; DRINGEN, 2012). Por esse motivo, essas 

células são eficientes na captação do cobre e protegem os neurônios dos efeitos tóxicos deste 

elemento, já que os neurônios são mais suscetíveis a uma elevação nas concentrações do metal 

(ASHRAF et al., 2019). Como ocorre para a internalização do cobre pelos enterócitos, para que 

o metal seja captado pelos transportadores Ctr1, independentemente do tipo de célula, este deve 

ser reduzido por metaloredutases, como STEAP2 (do inglês six-transmembrane epithelial 

antigen of prostate 2) e citocromo b férrica/cúprica redutase. Após a redução desse elemento 

ele é então transportado até o citoplasma (DOGUER; HA; COLLINS, 2018). A eliminação do 

cobre pelos astrócitos é realizada pelas ATPases ATP7A e ATP7B, sendo o transportador 

ATP7A o mais expresso nessas células (Figura 1) (SCHEIBER; SCHMIDT; DRINGEN, 2012). 

Essas células são responsáveis por disponibilizar o cobre para as demais células do SNC. Em 

condições de sobrecarga de cobre, o excesso do metal é eficientemente absorvido pelos 

astrócitos e armazenado em MT ou como complexo GSH para prevenir a neurotoxicidade 

induzida pelo cobre (SCHEIBER; DRINGEN, 2013).  
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Figura 1 — Absorção e metabolismo do cobre no organismo humano 

 
A) Absorção do cobre pelos enterócitos. O cobre extracelular é reduzido pelas redutases de Cu2+ a Cu+, que é 

transportado para dentro da célula através do transportador de Cu Ctr1. Em sequência, o metal é entregue a 

metalochaperonas de Cu citosólicas, que fazem a transferência para enzimas dependentes de cobre. A proteína 

ATP7A é responsável pela exportação desse metal dos enterócitos para a liberação na circulação portal. Para 

entrada nos hepatócitos, o cobre é internalizado pelo transportadores de cobre, transferindo o metal às chaperonas 

de cobre, para este ser incorporado nas cuproproteínas. A eliminação do cobre no organismo se dá através da bile, 

pelo transportador ATP7B. A proteína transportadora ATP7B também incorpora o cobre na ceruloplasmina (Cp), 

sendo esse complexo liberado na corrente sanguínea (Cp-Cu) para que o cobre seja distribuído aos demais tecidos, 

incluindo o SNC. B) Metabolismo intracelular do cobre nos astrócitos. Os astrócitos realizam a captação do cobre 

e o disponibilizam para outras células neurais. O cobre, depois de reduzido pelas redutases, é absorvido pelos 

astrócitos pelo transportador Ctr1 e por mecanismos independentes de Ctr1, como o transportador DMT1. O cobre 

acumulado é armazenado nos astrócitos como complexo com GSH ou em metalotioneínas (MT). Além disso, o 

cobre é transportado para seu alvo celular específico, pelas metalochaperonas de cobre CCS para SOD1, por Cox17 

para Sco1/2 e Cox11 para posterior incorporação na CcO e pela Atox1 onde disponibiliza o cobre às ATPases 

ATP7A e ATP7B. A ATP7A transporta cobre para o aparelho de Golgi para posterior incorporação em enzimas 

dependentes de cobre. Quando os níveis de cobre celular aumentam acima de um certo limite, o ATP7A transloca-

se reversivelmente por meio de vesículas para a membrana plasmática para exportar cobre. Fonte: adaptado de 

DRINGEN; SCHEIBER; MERCER, 2013; VERWILST; SUNWOO; KIM, 2015; BISAGLIA e BUBACCO, 

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

O cobre tem um papel importante no equilíbrio metabólico, visto que esse elemento é 

incorporado e tem especificidade em muitas proteínas estruturais e com funções enzimáticas. 

As cuproenzimas são dependentes do cobre para seu funcionamento, sendo elas, citocromo c 

oxidase (CcO), dopamina-β-monooxigenase (DβH), peptidil-glicina α-amidante monoxigenase 

(PAM), intra e extracelular Cu/Zn superóxido dismutases (SOD1 e 3), tirosinase, lisil oxidase 

(LOX) e ceruloplasmina (Cp) (LINDER; HAZEGH-AZAM, 1996; LINDER, 2010).  

A CcO é um complexo enzimático da membrana mitocondrial interna, sendo o último 

complexo presente na cadeia de transporte de elétrons, reduzindo o oxigênio à água. O 

complexo IV ainda tem o papel de bombear prótons através da membrana mitocondrial interna 

para o espaço intermembranas, para que haja o potencial de membrana mitocondrial, necessário 

para a síntese de ATP (KHALFAOUI-HASSANI et al., 2018). Na CcO estão inseridos três 

átomos de cobre: dois átomos na subunidade I, envolvidos na transferência de elétrons do 

citocromo para o centro heme a3-CuB, e um átomo na subunidade II, que tem como função 

reduzir o oxigênio (SHOUBRIDGE, 2001; GAO et al., 2012, BRISCHIGLIARO; ZEVIANI, 

2020).  

A DβH participa de uma via com várias enzimas, que produzem catecolaminas que vão 

atuar como hormônios e neurotransmissores. A DβH realiza a conversão da dopamina levando 

a formação de noradrenalina/norepinefrina (CREVELINE et al., 1962; ROBERTSON; 

HOLLISTER; BIAGGIONI, 1991). Essa cuproenzima possui dois sítios catalíticos que contém 

cobre, desenvolvendo diferentes funções na sua atividade enzimática. A DβH é importante 

bioquimicamente e farmacologicamente, pois as monoaminas são importantes mensageiros 

intracelulares, como neurotransmissores e hormônios, e envolvem a regulação de funções 

neuronais, comportamento e emoção em mamíferos (RAHMAN et al., 2009; RAHMAN et al., 

2012).  

PAM é normalmente uma enzima ligada à membrana ou à vesículas, e essa enzima 

possui um domínio que se liga ao cobre, referido como monooxigenase peptidilglicina-α-

hidroxilante (PHM), o qual catalisa a hidroxilação da glicina C-terminal em um grande número 

de neuropeptídeos inativos (EIPPER et al., 1992; PROCHASKA et al., 1997). A PAM faz 

modificações pós-traducionais de muitos neuropeptídeos, incluindo a oxitocina, vasopressina, 

neuropeptídeo Y, colecistocinina, gastrina, entre outros (PROHASKA; BRODERIUS, 2006; 

BOUSQUET-MOORE; MAINS; EIPPER, 2010).  
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 As Cu/Zn superóxido dismutases (SOD) são enzimas antioxidantes responsáveis pela 

dismutação de dois ânions superóxido (produto gerado da respiração celular), para formar 

peróxido de hidrogênio e oxigênio. A SOD1 tem monômeros ligando-se a um íon de cobre e 

zinco ligado por pontes dissulfeto. Essa enzima pode ser encontrada em abundância no 

citoplasma, mas pode ser encontrada também, em quantidade menores, no espaço 

intermembranas mitocondrial (GREENLEAF et al., 2004; SHIN et al., 2009; FETHEROLF et 

al., 2017). A SOD3 contém também íons Cu e Zn, e catalisa a mesma reação que a enzima 

SOD1, sendo encontrada no meio extracelular. A SOD3 é estabilizada por uma ligação 

dissulfeto intra-subunidade adicional não encontrada na SOD1 (MARKLUND, 1984; 

MARKLUND, 1985). Desta forma, o cobre é essencial para que essas isoformas de SOD 

consigam realizar suas atividades antioxidantes e redox (SHIN et al., 2009; FETHEROLF et 

al., 2017). 

 A LOX é uma amino oxidase dependente de cobre que é capaz de oxidar substratos de 

amina primária a aldeídos reativos (LARGERON, 2011). Os aldeídos produzidos passam por 

reações químicas espontâneas com outros aldeídos derivados de LOX, ou com resíduos de lisina 

não modificados, resultando na reticulação de colágeno e elastina, essencial para a estabilização 

das fibrilas de colágeno 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 domínio de ligação ao cobre. Esse 

elemento se torna essencial para a reoxidação do cofator lisil tirosilquinona, que realiza a 

desaminação oxidativa dos resíduos de lisina e hidroxilisina que existem nos precursores do 

colágeno e da elastina (CSISZAR, 2001; HALPER; KJAER, 2014).  

A tirosinase é uma oxidase que também é dependente de cobre, sua função é catalisar 

principalmente as etapas iniciais da biossíntese de melanina (RILEY, 1997; SLOMINSKI, 

2004). As tirosinases são enzimas que exibem atividade monooxigenase e oxidase e ambas as 

atividades ocorrem devido a ligação do dioxigênio aos dois átomos de cobre, localizados no 

sítio ativo (CLAUS; DECKER, 2006; WOGELIUS et al., 2011).  

A Cp é a principal proteína do plasma sanguíneo contendo Cu. Essa proteína é uma 

ferroxidase que converte Fe2+ em Fe3+ na membrana plasmática das células, sendo assim, 

implicada na mediação do efluxo de ferro de certas células. Também tem a função de inativação 

oxidativa do óxido nítrico e algumas aminas biogênicas (como catecolaminas e serotonina) 

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

2016). 

1.3 IMPORTÂNCIA DO COBRE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC) 

 Além de ser essencial para o funcionamento das enzimas citadas acima, o cobre também 

está envolvido em importantes reações que ocorrem no SNC. A contribuição do cobre para as 

células neurais não se limita aos cofatores de enzimas redox, mas também inclui a transmissão 

sináptica, o direcionamento axonal e a regulação das cascatas de sinalização induzidas por 

fatores neurotróficos. O cobre não apenas modula diretamente os receptores de 

neurotransmissores nas sinapses, mas também afeta o tráfego das vesículas sinápticas e modula 

as interações entre as proteínas envolvidas nas vias das vesículas secretoras (GAIER; EIPPER; 

MAINS, 2013; SCHEIBER; MERCER; DRINGEN, 2014).  

Observou-se que o cobre tem efeitos inibitórios ou estimulantes nos processos de 

proliferação neuronal induzidos pela modulação da ação do fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) e do fator de crescimento do nervo (NGF) (MORIYA et al., 2008; LINDER, 

2016; RAMOS et al., 2016; ANTONUCCI et al., 2017). Este elemento pode interagir com o 

domínio N-terminal do BDNF, afetando sua conformação, assim como a ligação do BDNF ao 

receptor neuronal (receptor da tropomiosina B quinase) (CHAO, 2003; TRAVAGLIA et al., 

2012; NALETOVA et al., 2019). A interação entre o cobre-NGF pode estimular o acúmulo 

deste metal nas células e induzir a metilação de proteínas dependentes de cobre ou o 

crescimento de neuritos. Por outro lado, foi determinado que o cobre impede que o NGF induza 

neuroproteção contra danos oxidativos. Esses efeitos podem depender do tipo de célula e da 

concentração de cobre, a qual afeta vários processos em que o metal está envolvido, incluindo 

estresse oxidativo, metilação de proteínas ou crescimento de neuritos (WANG et al., 1999; 

ROSS et al., 2001; BIRKAYA; ALETTA, 2005).  

Esse elemento está localizado nos terminais sinápticos e pode ser liberado por 

despolarização da membrana plasmática. O controle da liberação de cobre nas sinapses é crítico 

para regular a transmissão sináptica e é controlado por ATP7A (BLANKE; VANDONGEN, 

2009; JOHNSON; CONN; NISWENDER, 2009; LIU, J. et al., 2019). O cobre, por exemplo, 

pode controlar a transmissão sináptica por atuar nos receptores de neurotransmissores, visto 

que pode interagir com receptores ionotrópicos, como os receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato) e AMPA (ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolpropiônico), com o receptor 
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de GABA (ácido gama-aminobutírico), e com receptores purinérgicos (D'AMBROSI; ROSSI, 

2015).  

Após a estimulação do receptor NMDA pelo glutamato, os íons de cálcio entram na 

célula e induzem a translocação de cobre-ATP7A para sinapses e liberação de cobre na fenda 

sináptica, 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 íons sódio na célula, o cobre exposto de forma aguda induz um 

mecanismo para a inibição desse receptor, envolvendo a oxidação da cisteína presente na 

proteína, bloqueando a neurotransmissão. Porém, em uma exposição crônica, observou-se que 

o metal pode aumentar a atividade destes receptores ionotrópicos (PETERS et al., 2011). O 

cobre também pode interagir com o receptor de GABA, o qual é o principal neurotransmissor 

inibitório do cérebro, inibindo-o (D'AMBROSI; ROSSI, 2015). Além disso, relata-se que a 

interação do cobre com receptores purinérgicos também pode ter efeito dual, podendo ativar ou 

inibir estes receptores, dependendo da família do receptor purinérgico analisado, as quais 

possuem sítios distintos de ligação ao metal (D'AMBROSI; ROSSI, 2015).   

Ainda, a APP (proteína precursora de amilóide) é uma proteína transmembranar tipo I 

altamente expressa no sistema nervoso humano e, que após a clivagem pela β-secretase, origina 

polipeptídeos tóxicos, que se acumulam em placas nas regiões cortical e hipocampal do cérebro, 

sendo responsáveis pela patogênese da doença de Alzheimer (DA). O cobre, com grande 

afinidade por cisteína, se liga a APP, prevenindo assim a clivagem amiloidogênica. O APP faz 

migração do retículo endoplasmático para a membrana plasmática, dependentemente do cobre, 

sendo que esse metal promove uma fosforilação de APP. Essa proteína não tem sua função 

esclarecida, porém é uma boa candidata para modular os efeitos do cobre na transmissão e 

plasticidade sináptica (ACEVEDO et al., 2011; D'AMBROSI; ROSSI, 2015).  

Esse metal está presente também na ligação ao domínio N-terminal da proteína priônica 

celular (PrPC), que se acredita que esteja envolvida no metabolismo do cobre, auxiliando 

também no transporte do metal através da membrana plasmática. Esta capacidade de ligar-se 

ao cobre e sua localização levam a crer que PrPC age controlando os níveis de cobre nas 

sinapses. A ligação com o cobre também induz alterações conformacionais na PrPC, 

promovendo sua interação com NMDA, diminuindo a atividade deste, prevenindo assim a 

excitotoxicidade glutamatérgica. Esse elemento também pode induz uma elevação de PrPC, 

que é modulada através da regulação positiva da transcrição mediada pela ataxia-telangiectasia 

mutada (ATM), e essa elevação de PrPC desempenha um mecanismo celular protetor para 
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prevenir o acúmulo 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 vários fatores de 

transcrição, embora o mecanismo não seja claro. Em mamíferos, em particular, os fatores de 

transcrição responsivos ao cobre precisam de um domínio de ligação ao metal; no entanto 

alguns fatores de transcrição respondem ao cobre mesmo sem conter esse domínio. Foi proposto 

que o excesso do metal atua para deslocar outros íons (como o zinco), alterando assim a 

conformação do fator de transcrição que contém um domínio de ligação ao zinco, por exemplo. 

Isso pode ocorrer no caso da proteína reguladora do gene MTF-1 (fator de transcrição 

responsivo a metais 1), levando à expressão do mRNA para α-syn (alfa-sinucleína) no SNC 

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

 
O cobre (pontos verdes) liberado nas sinapses pode modular a função dos receptores de neurotransmissores 

ionotrópicos. Essa regulação às vezes mostra um comportamento bifásico, inibitório ou estimulante (+ e –), 

afetando também a plasticidade sináptica, a potencialização de longo prazo e a morte celular excitotóxica. O cobre 

pode interferir o transporte de APP (Proteína Precursora de Amilóide) para a membrana plasmática, o que pode 

modular a função dessa proteína na sinapse. Ainda, a proteína de ligação ao cobre PrPC (proteína príon celular) 

ao complexar o cobre pode modular alostericamente a função do receptor de glutamato (pontos roxos) NMDA (os 

quais são receptores ionotrópicos de glutamato) por um mecanismo de interação proteína/proteína. Fonte: adaptado 

de D'AMBROSI; ROSSI, 2015. 

1.4 EFEITOS TÓXICOS DO EXCESSO DE COBRE INTRACELULAR   

Em humanos, a intoxicação por cobre pode ocorrer por ingestão acidental de água 

contaminada, exposição ocupacional ou por distúrbios genéticos que levam a uma acumulação 

excessiva de cobre no organismo (BOST et al., 2016). O cobre é um elemento essencial para 

diversas funções, no entanto, em excesso, o cobre pode ser tóxico para as células (ZISCHKA; 

EINER, 2018). O cobre livre é muito ativo em reações de óxido-redução, capacitando esse 

metal como potente catalisador das reações de geração de ERO podendo promover o estresse 

oxidativo. A propriedade intrínseca de oscilar entre o estado reduzido, confere a esse metal a 



27 

 

 

participação, se não controlada, de catalisar também a reação de Fenton e Haber-Weiss. A 

reação de Fenton corresponde a geração de radical hidroxila (OH·), por meio da reação do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) com o cobre, enquanto na reação de Haber-Weiss, o cobre 

catalisa a reação entre o H2O2 e o radical ânion superóxido (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 função de proteínas, 

lipídios e ácidos nucleicos, o que pode resultar em morte celular. Além disso, no cérebro, a 

reação do óxido nítrico (NO), molécula sinalizadora da neurotransmissão, com O2
- ou com tióis 

endógenos, produz as espécies reativas de nitrogênio (ERN) peroxinitrito (ONOO-) ou S-

nitroso-tióis, respectivamente. Tanto as ERO como as ERN, quando produzidas em níveis 

elevados, estão associadas a danos oxidativos e doenças neurodegenerativas (GREENOUGH; 

CAMAKARIS; BUSH, 2013).  

O cobre livre pode também se ligar a resíduos de cisteína presente em proteínas, 

inativando assim as enzimas (CECCONI et al., 2002; LETELIER et al., 2009), como, por 

exemplo, podendo interromper a organização e a função dos complexos proteicos 

mitocondriais, levando à disfunção mitocondrial (ARCIELLO; ROTILIO; ROSSI, 2005), ou 

ainda pode causar agregação e fibrilação de proteínas (ATWOOD et al., 2004; RASIA et al., 

2005). Além disso, esse elemento pode induzir modificação oxidativa da lipoproteína de baixa 

densidade, resultando em alterações do transporte reverso do colesterol com acúmulo de 

colesterol nos tecidos periféricos e enriquecimento de lipoproteínas aterogênicas com ésteres 

de colesterol (HAIDARI et al., 2001). Além disso, os íons de cobre podem incitar a oxidação 

da dopamina e catecolaminas relacionadas, formando assim complexos com a dopamina 

oxidada, que por sua vez pode danificar o DNA (SQUITTI et al, 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 estão interligados pela atividade ferroxidase da ceruloplasmina. Essa cuproenzima atua 

oxidando o Fe+2 (íon ferroso) em Fe3+ (íon férrico), processo que possibilita que o ferro possa 

se ligar à transferrina sérica que o transporta a nível plasmático (DÍAZ et al., 2015). 

1.5 DOENÇAS RELACIONADAS AO EXCESSO DE COBRE   

1.5.1 Doença de Wilson (DW)   
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 A DW é um exemplo clássico de uma condição de sobrecarga de Cu. Essa patologia é 

autossômica recessiva, caracterizada por várias mutações do gene ATP7B. Com a função do 

ATP7B defasada, há um prejuízo da excreção de cobre que, consequentemente, leva a um 

acúmulo persistente de cobre no cérebro, fígado e outros tecidos (CZLONKOWSKA et al., 

2018). O excesso de cobre e sua toxicidade é considerada a principal causa de danos aos órgãos 

em pacientes com DW. Os portadores dessa patologia apresentam lesões generalizadas no 

mesencéfalo, tálamo e cerebelo, bem como atrofia cortical (SCHEINBERG; STERNLIEB, 

1996; HALLIWELL, 2006; HUSTER et al., 2007). A perda de neurônios e a ocorrência de 

anormalidades na morfologia dos astrócitos são características neuropatológicas típicas em 

pacientes com essa doença (BERTRAND et al., 2001). Como consequência desse acúmulo de 

Cu, os pacientes com DW apresentam sintomas neurológicos, como tremores, síndrome 

acinético-rígida (parkinsonismo), ataxia e distonia; outros achados neurológicos comuns podem 

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

1.5.2 Doenças neurodegenerativas   

As doenças neurodegenerativas são um grupo de doenças que se desenvolvem em 

células neurais e causam a morte progressiva delas. Essas doenças podem ser causadas por 

fatores genéticos ou ambientais, incluindo a exposição a metais tóxicos, como o cobre. A DA 

(doença de Alzheimer) é uma das doenças neurodegenerativas mais comuns, e tem como 

característica a deposição de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares na massa cinzenta, 

devido ao processamento da proteína precursora amilóide (APP) (que resulta na agregação de 

peptídeos β-amilóide - Aβ), e da agregação da proteína tau hiperfosforilada, respectivamente 

(GUZIOR, 2015). 

Várias evidências vêm sendo apresentadas que implicaram que a homeostase alterada 

do Cu pode ser associada a DA. Relata-se que os níveis de Cu total e livre aumentam no soro 

de pacientes com DA em comparação com controles saudáveis (SQUITTI et al., 2002; 

BUCOSSI et al., 2011; SQUITTI et al., 2014), apesar dessas alterações não serem observadas 

por todos os autores que analisaram os níveis do metal entre pacientes com DA e idosos sem 

doenças neurodegenerativas. O excesso de Cu poderia ligar-se aos peptídeos Aβ diretamente, 

com alta afinidade, aumentando a agregação de Aβ e conduzindo ao aumento da 

neurotoxicidade (ATWOOD et al., 2004; CHEIGNON et al., 2018). A ligação de Cu a Aβ 

forma dímeros β-amilóides ligados à ditirosina neurotóxicos, o que leva a evitar que esses 
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dímeros se degradem em monômeros e, portanto, podem ser relevantes para a formação de 

placas amilóides. Ainda, descreve-se que os complexos Cu-Aβ reduzem a expressão de LRP1 

(proteína 1 relacionada ao receptor de lipoproteína), reduzindo ainda mais a depuração de Aβ, 

e consequentemente aumentando a deposição de placas amiloides no cérebro (ATWOOD et al., 

2004; KITAZAWA; HSU; MEDEIROS, 2016).  

Além da DA, concentrações anormalmente altas de Cu foram encontradas no corpo 

estriado em pacientes com Doença de Huntington (DH) e em camundongos usados como 

modelos para DH (DEXTER et al., 1991; FOX et al., 2007). A DH é uma rara doença 

neurológica autossômica dominante caracterizada por uma perda progressiva das funções 

motoras, psiquiátricas e cognitivas. Acredita-se que a DH seja causada por uma expansão 

anormal da repetição de poliglutamina no terminal N da proteína mutante Huntingtina (HTT), 

que leva à formação de proteínas HTT mutantes que tendem a se agregar. Em neurônios, isso 

leva à redução da produção de energia, estresse oxidativo e neurodegeneração (STURROCK; 

LEAVITT, 2010).   

O aumento nos níveis de Cu pode levar à agregação da proteína HTT pois interage com 

os resíduos de histidina no terminal N da proteína. Ainda, ensaios in vitro mostraram que o Cu 

se liga a proteína HTT em seu resíduo de glutamina, e que os quelantes de Cu podem inibir a 

formação de agregados HTT mutantes, enquanto a suplementação de Cu promove a formação 

de agregados (FOX et al., 2007). O Cu também pode contribuir com a progressão dessa doença 

pela inibição das desidrogenases mitocondriais, como a succinato desidrogenase (SDH) e a 

lactato desidrogenase (LDH), que são suscetíveis à inativação mediada pelo Cu (SHELINE; 

CHOI, 2004; PAMP et al., 2005).  

O desenvolvimento de outra doença neurodegenerativa que vem sendo associado ao 

excesso de cobre é a Doença de Parkinson (DP), a qual tem como principais características a 

perda dos neurônios dopaminérgicos na substância negra do cérebro, assim como formação de 

fibrilas de α-sinucleína que tendem a se agregar e a formar os corpos de Lewy (LI et al., 2020). 

A formação dessas estruturas ocorre devido ao mal dobramento da proteína α-sinucleína, 

ocasionando a formação de oligômeros e posteriormente de fibrilas insolúveis, que ao se 

associarem a outras moléculas como as proteínas neurofilamentares e ubiquitina, resultam na 

formação dos corpos de Lewy (FAN; LIU; WU, 2021). Como comentando anteriormente, o 

excesso de cobre pode ser neurotóxico, visto que pode catalisar a formação de ERO pelas 

reações de Fenton e Haber-Weiss (LETELIER et al., 2009), além de promover a oxidação da 

dopamina, que também leva a geração de compostos tóxicos (ERO e dopamina-quinona) 
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(PHAM; WAITE, 2014). Os produtos finais gerados por essa oxidação da dopamina catalisada 

pelo cobre geram ainda danos ao DNA (SPENCER et al., 2011). Ainda, alguns autores têm 

relacionado o excesso de cobre com a formação dos corpos de Lewy, já que o metal possui 

afinidade com a α-sinucleína, promovendo a formação de conformações da proteína 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 é uma importante defesa frente ao estresse oxidativo gerado pelo 

cobre, sendo crucial para a eliminação de ERO. Os antioxidantes têm por definição qualquer 

substância que, presente em menores concentrações que as do substrato oxidável, seja capaz de 

atrasar ou inibir a oxidação deste de maneira eficaz (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). 

Essas substâncias interagem diretamente, fazendo a neutralização da ação de ERO, ou 

indiretamente, fazendo parte dos sistemas enzimáticos que tenham essa capacidade. A proteção 

conferida por esse sistema inclui componentes enzimáticos e não enzimáticos. Os componentes 

enzimáticos são enzimas produzidas no organismo, as quais as principais incluem superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e 

peroxirredoxinas (Prxs) (MAXWELL, 1995). Quanto aos antioxidantes não enzimáticos, fazem 

parte deste grupo as vitaminas e outras substâncias, que incluem a glutationa reduzida (GSH), 

ceruloplasmina, melatonina, ácido úrico, bilirrubina e poliaminas (PA) (BEYER, 1992; 

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

1.6.1 Antioxidantes não enzimáticos   

 Os antioxidantes não enzimáticos podem atuar sob diferentes formas. A GSH é um 

importante elemento desse sistema, sendo formada pela ligação peptídica entre o ácido 

glutâmico e a cisteína, catalisada pela enzima γ-glutamilcisteína sintetase. O dipeptídeo 

formado liga-se ao aminoácido glicina pela ação da glutationa sintase, formando a GSH 

(IRATO et al., 2001). A GSH desempenha uma variedade de importantes funções fisiológicas 

e metabólicas em todas as células, podendo atuar através dos elétrons doados que provêm do 

grupo sulfidrila (-SH) do seu resíduo de cisteína para que a GPx possa catalisar a eliminação de 

ERO (Figura 3) (HAN; MA; YIN, 2010). Essa molécula também se liga a metais endógenos, 
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como Cu, Se, Cr e Zn por meio de reações não enzimáticas, que desempenham um papel 

importante no transporte, armazenamento e metabolismo de metais (WANG; BALLATORI, 

1993; HULTBERG; ANDERSSON; ISAKSSON, 1997; HWANG et al., 2002). 

Como outros exemplos de antioxidantes não-enzimáticos, pode-se citar a 

ceruloplasmina e metalotioneína, as quais são metaloproteínas cobre-dependentes e mantêm a 

proteção antioxidante intra e extracelular, respectivamente, que transportam e armazenam íons 

de cobre (BARBOSA et al., 2010; SEQUEIRA; RAO; RAO, 2012). Já a vitamina E atua como 

um antioxidante não-enzimático pois está associado ao grupo -OH presente no grupo fenólico 

contido no anel cromanol dos tocoferóis. A vitamina E doa o átomo de hidrogênio fenólico ao 

radical peroxil (LOO•) gerando hidroperóxido de lipídio (LOOH) e radical -tocoferoxil (-Toc•) 

que, apesar de também ser radical, é incapaz de continuar a reação em cadeia oxidativa. O -

Toc• é capaz de reagir com outro radical lipídico livre para formar um produto não-radicalar. 

Por esse processo, a vitamina E neutraliza os LOO• e bloqueia a peroxidação lipídica, em 

especial a peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados, que é essencial para a proteção das 

membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; HE et al., 2017). A coenzima Q10 

(CoQ10), principalmente na sua forma reduzida, chamada de ubiquinol (CoQ10H2), é capaz de 

reduzir o α-tocoferol (vitamina E) oxidado, regenerando-o para sua forma antioxidante 

(BEYER, 1992; NAVASA; VILALBA; CABOR, 2007).  

Já o ácido úrico, substância produzida a partir da quebra de purinas (bases nitrogenadas), 

atua como antioxidante inibindo a nitrosilação de proteínas por peroxinitritos, assim como a 

peroxidação de lipídios (WARING; WEBB; MAXWELL, 2001). Já as espermidina, espermina 

e putrescina, promovem a estabilização dos lipídeos de membrana celular, mais 

especificamente dos fosfolipídeos. Além disso, são capazes de proteger o DNA das espécies 

reativas (RIDER et al., 2007).  

A melatonina, por sua vez, é um neuro-hormônio produzido pela glândula pineal a partir 

do aminoácido triptofano e é responsável pelo controle do ritmo circadiano (DIAS et al., 2013). 

Atua como antioxidante devido sua capacidade de quelar-se às espécies reativas, 

principalmente as ERO (RIDER et al., 2007). A bilirrubina também é um antioxidante orgânico 

não enzimático. Esse pigmento, produzido através da quebra do grupo prostético heme da 

hemoglobina, é capaz de captar, quando não conjugada, o oxigênio e reagir com o radical 

superóxido, além de servir de substrato redutor das peroxidases na presença de peróxido de 

hidrogênio e hidroperóxidos (STOCKER; AMES, 1987)  
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1.6.2 Antioxidantes enzimáticos   

 Como comentado anteriormente, os antioxidantes enzimáticos compreendem enzimas 

que realizam a detoxificação de espécies reativas, como a SOD, GPx, GR, CAT e Prx (Figura 

3). A SOD apresenta três isoformas, sendo a CuZn-SOD (SOD1), que possui como cofator 

cobre e zinco, encontrada no citosol; a Mn-SOD (SOD2), que possui em seus sítios ativos o 

manganês, e é encontrada na matriz mitocondrial; e a SOD extracelular (ecSOD ou SOD3), que 

também possui como cofator cobre e zinco, e é encontrada extracelularmente (HE et al., 2017). 

Essas três isoformas catalisam a reação de transformação do radical superóxido (O2
-) em H2O2 

e O2 (TIWARI et al., 2019). 

A CAT, por sua vez, é encontrada principalmente nos hepatócitos e eritrócitos, e está 

amplamente localizada em organelas subcelulares, como peroxissomos. Possui a capacidade de 

transformar o H2O2 em altas concentrações em oxigênio e água (Figura 3) (SUNG et al, 2013).  

A GPx, uma enzima selênio dependente, atua na redução de H2O2 e peróxidos orgânicos. 

Durante a reação, a GPx utiliza como cofator a GSH, a qual é convertida a glutationa oxidada 

(GSSH) e, posteriormente, a enzima GR reduz GSSH à 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, são tióis peroxidases responsáveis por degradar 

o H2O2, além de peróxidos orgânicos e peroxinitritos. Atuam pela utilização de um resíduo de 

cisteína em seu sítio ativo (PARSONAGE; KARPLUS; POOLE, 2008). Nos mamíferos já 

foram identificadas 6 isoformas de Prxs: A Prx1, Prx2 e Prx6 encontradas no citoplasma, a Prx3 

na mitocôndria, a Prx4 no retículo endoplasmático, e a Prx5 presente no citoplasma, 

mitocôndria, peroxissomos e no núcleo. Semelhante ao que ocorre com a GSH, ao final do 

processo de degradação dos peróxidos, as Prxs ficam em sua forma oxidada, sendo necessária 

a atuação das enzimas tiorredoxinas (Trx) para promover sua redução e permitir que as mesmas 

continuem atuando na degradação dessas espécies reativas. A tiorredoxina oxidada (Trx-S2) é 

reduzida pela tiorredoxina redutase (TrxR) que utiliza o NADPH como doador de elétrons 

(Figura 3) (LU et al., 2009).  

A exposição constante ao estresse oxidativo e o consequente desequilíbrio das defesas 

antioxidantes do organismo levam a alterações estruturais e metabólicas das células, gerando 

processos patogênicos envolvidos em doenças neurodegenerativas, sendo que sob estresse de 

cobre, as enzimas antioxidantes são cruciais para a eliminação de ERO.  
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Figura 3 — Ação das enzimas antioxidantes 

 
A superóxido dismutase (SOD) faz a degradação do radical superóxido (O2

-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

oxigênio molecular (O2). A CAT, por sua vez, transforma o H2O2 em O2 e H2O. A glutationa peroxidase (GPx) 

catalisa a redução de H2O2, 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 redução de H2O2, ficando em sua forma oxidada e, através de 

tiorredoxinas (Trx) são convertidas a sua forma reduzida novamente, e a Trx é convertida a tiorredoxina oxidada 

(Trxoxi), que por sua vez é reduzida pela tiorredoxina redutase (TrxR), que utiliza o NADPH como doador de 

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

O conteúdo e a expressão das enzimas antioxidantes, assim como os mecanismos de 

defesa antioxidante não-enzimáticos, 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, são mais resistentes às elevações deste metal, enquanto outras são mais 

suscetíveis, podendo ser levadas à morte celular quando as concentrações do cobre se 

encontram elevadas. Como já comentado, a relação do cobre com o surgimento e progressão 

das doenças que afetam o SNC vem sendo investigada nos últimos anos, seja por uma falta 

deste no organismo ou por seu excesso, pois seu papel no SNC ainda não é 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 sinalização 

através de múltiplos alvos, as quais são desconhecidas (ASHRAF et al., 2019). Para uma melhor 

compreensão sobre os efeitos do cobre existe uma necessidade de novos trabalhos sobre as 

consequências da elevação das concentrações deste metal no interior das células, 

principalmente no tecido nervoso. Para que isso seja possível, estudos utilizando modelos de 

linhagens de células mais resistentes e mais suscetíveis ao excesso do metal podem ser 

utilizados, investigando, de forma comparativa, quais mecanismos são ativados frente à 

toxicidade do cobre, como a ativação do sistema antioxidante. Neste contexto, as análises 

realizadas no presente estudo focaram na existência ou não de diferenças espécie-específicas 

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 alterações provocadas pelo excesso de cobre em parâmetros de estresse 

oxidativo e na atividade e expressão de enzimas do sistema antioxidante, utilizando como 

modelo uma linhagem de astroglioma mais resistente às elevações de cobre (U-87 MG) e uma 

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

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS   

● Analisar a viabilidade das células de linhagem de astroglioma humano e de rato após 

24h e 48h de exposição ao excesso de cobre; 

● Avaliar a geração de superóxido após a exposição durante 24h ao CuSO4 nas 

linhagens U-87 MG e C6; 

● Determinar os níveis de tióis não proteicos (NPSH) e tióis proteicos (PSH) em células 

de linhagens de astroglioma após exposição ao CuSO4 durante 24h; 

● Avaliar a atividade das enzimas GPx, GR, CAT e SOD após exposição de células U-

87 MG e C6 a elevadas concentrações de cobre, durante 24h e 48h; 

● Verificar alterações na expressão das proteínas GPx1, GR e SOD1 após exposição 

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

3.1 CULTIVO CELULAR E EXPOSIÇÃO AO CUSO4   

As células da linhagem de glioblastoma humano (U-87 MG) foram cultivadas em 

frascos em meio Eagle’s com modificação de Dubelcco (DMEM) contendo 1 U/mL penicilina, 

1 μg/mL de estreptomicina e 0,25 µg/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 37ºC com no mínimo 

95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO2. Após confluência, as 

células foram tratadas com 0,05% de tripsina/ácido etileno-diamino tetracético (EDTA) e 

cultivadas em placas distintas para diferentes análises (DOS SANTOS et al., 2006). As 

linhagens foram expostas durante 24h e 48h a 0, 100, 300 ou 600 µM de CuSO4. Estas 

concentrações refletem as estimadas no encéfalo em humanos (50-100 µM) (QIAN et al., 

2012), e no encéfalo de pacientes com a doença de Wilson, onde as concentrações de cobre 

encontram-se elevadas (297 µM – 1092 µM) (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-difeniltetrazólio brometo) foi utilizada 

para análise da viabilidade celular após exposição das células às concentrações de CuSO4. O 

MTT é um corante amarelo que é reduzido pelas células metabolicamente ativas, pelas 

desidrogenases mitocondriais, para formar um produto insolúvel em água de coloração 

arroxeada, o formazan. A quantidade de formazan formado é proporcional ao número de células 

metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). 

Para o ensaio foram plaqueadas 50.000 células por poço em uma placa de 96 poços. 

Após confluência, as células foram expostas ao CuSO4. No final do período de incubação (24 

ou 48h), o meio de cultivo foi retirado e o MTT diluído em meio de cultivo foi adicionado, na 

concentração de 0,1 mg/mL (C6) ou 0,25 mg/mL (U-87 MG). Após 20 minutos de incubação 

a 37ºC para C6, e 45 minutos para U-87 MG, o meio foi removido e o formazan produzido nas 

células pela ação das desidrogenases foi dissolvido com a adição de dimetilsulfóxido (DMSO). 
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A formação do formazan foi analisada espectrofotometricamente a 570nm. Os resultados foram 

expressos em percentagem dos controles, no qual foram atribuídos 100% de viabilidade 

(MOSMANN, 1983).  

3.2.2 Ensaio do vermelho neutro  

O ensaio de viabilidade celular vermelho neutro é um método baseado na incorporação 

deste corante pelas células vivas. O corante é incorporado nas células ativas e viáveis através 

do processo de endocitose nos lisossomos. Foram semeadas 10.000 células por poço em uma 

placa de 96 poços e, após confluência, as células foram expostas a diferentes concentrações de 

cobre. No final do período de exposição ao CuSO4 (24 ou 48h), as células foram incubadas com 

uma solução de vermelho neutro 0,04 mg/mL, durante quatro horas a 37ºC.  Após, o corante 

vermelho neutro incorporado nas células foi extraído com uma solução de ácido 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 atribuídos 

100% de viabilidade (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008). 

3.3 NÍVEIS DE TIÓIS NÃO PROTEICOS (NPSH) E TIÓIS PROTEICOS (PSH)   

Para análise de NPSH e PSH, as células foram cultivadas em placas de Petri e, após 

adquirirem confluência, a exposição ao CuSO4 foi realizada. Após incubação com diferentes 

concentrações 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. Após foi adicionado DMEM com 5% ou 

10% de SFB, seguido de centrifugação a 1.500 rpm por 5 min. Em seguida, os pellets celulares 

foram ressuspendidos em tampão fosfato de potássio (TFK) 1M, pH 7,4, e coletados em 

microtubos. Os pellets celulares foram novamente centrifugados, a 1.000 rpm por 5 min. Após, 

o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 2% de TCA (ácido 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 análise do NPSH, dos quais 90% são 

representados por GSH (COOPER; KRISTAL, 1997). O ensaio foi realizado em placas de 96 

poços contendo 80 µL do sobrenadante, 100 µL de TFK 1M (pH 7,4) e 25 µL de DTNB (5,5’-

Ditio-bis(Ácido 2-Nitrobenzoico) 10 mM  (ELLMAN, 1959). Para análise do PSH foi utilizado 

o pellet da última centrifugação, adicionando aos microtubos 170uL de TFK 1M, pH 7,4, e 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 agitação constante. Em 

uma placa de 96 poços foi adicionado 100 µL de amostra em cada poço e 100 µL de TFK 1M, 

pH 7,4. A absorbância do NPSH e PSH foi lida a 412 nm em um leitor de microplacas 

(SpectraMax®). Os resultados foram expressos em µmol/mg de proteína. 

3.4 ENSAIO DHE (DI-HIDROETÍDIO) PARA MENSURAÇÃO QUALITATIVA DE 

SUPERÓXIDO 

A produção intracelular de superóxido foi detectada utilizando o composto di-

hidroetídio (DHE). O DHE permeia a membrana plasmática e ao entrar em contato com o O2
- 

é oxidada por este, formando-se o 2-hidroxietídio, que emite fluorescência vermelha após a 

ligação ao DNA nuclear (KOPPERS et al., 2008).  

Para o cultivo celular foram plaqueadas, nos tratamentos de 100 e 300 µM de cobre e 

no controle, 10.000 células por poço em placas de 12 poços contendo lamínulas circulares, e 

para o tratamento de 600 µM de cobre foram plaqueadas 15.000 células por poço, visto que no 

tratamento com essa concentração tem um aumento excessivo de morte celular, sendo assim, a 

maior quantidade de células é necessária para a visualização da fluorescência. Após a exposição 

ao CuSO4 por 24h, o meio foi removido e as células foram incubadas com DHE (2 µM) durante 

30 min a 37 ºC. Após este período, as células foram lavadas com PBS (tampão fosfato salina), 

e as lamínulas foram dispostas em lâminas, utilizando como meio de montagem o FluoroMount 

(Sigma-Aldrich). Em seguida, a fluorescência foi avaliada utilizando um microscópio de 

fluorescência Olympus BX53. Os resultados foram apresentados em imagens para avaliação 

qualitativa.  

3.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES   

Para análise da atividade das enzimas antioxidantes, foram plaqueadas 500.000 células 

por poço em uma placa de 6 poços e, após adquirirem confluência, a exposição ao CuSO4 foi 

realizada. Após incubação por 24h ou 48h, o meio foi retirado e adicionado aos poços tampão 

HEPES 20mM, pH 7,0. As células foram coletadas em microtubos, com o auxílio 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 mensuração das 
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atividades das enzimas GPx (glutationa peroxidase), GR (glutationa redutase), CAT (catalase) 

e SOD (superóxido dismutase). 

A atividade da GR foi mensurada de acordo com Carlberg e Mannervik (1985). 

Resumidamente, a análise foi realizada em um meio de reação contendo TFK 0,25M, pH 7,0, 

com 2,5mM de EDTA; 0,2mM de NADPH e 0,2mM de GSSG. A velocidade de consumo de 

NADPH foi acompanhada durante 5 minutos em espectrofotômetro Spectramax (leitura a 340 

nm). Os resultados foram expressos em µmol de NADPH consumido/min/mg de proteína.  

A atividade da enzima GPx foi mensurada de acordo com Wendel (1981), em um meio 

de reação contendo TFK 0,25M pH 7,0 com 2,5mM de EDTA; 1mM de GSH, 0,2U/mL de GR, 

0,2mM de TBOOH e 0,2mM de NADPH. A atividade enzimática foi mensurada através da 

leitura em espectrofotômetro (Spectramax) a 340nm, por 5 minutos. Os resultados foram 

expressos em µmol de NADPH consumido/min/mg de proteína.  

A dosagem da atividade da enzima CAT foi realizada em meio de reação contendo 

tampão fosfato de sódio e potássio 50mM pH 7,0 e H2O2 0,03M (AEBI, 1984). A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro, a 240nm, durante 5 min. Os resultados foram expressos em 

µmol/min/mg de proteína.   

Por fim, a atividade da SOD foi mensurada em um meio de reação contendo tampão 

glicina 50mM, pH 10,2 com epinefrina (adrenalina), pH 1,2. Radicais superóxido (O2
-) oxidam 

a adrenalina, formando adenocromo; desta forma, quanto maior a atividade da SOD, menor será 

a quantidade de O2
-, e menos adenocromo será formado (. Esse processo foi acompanhado 

durante 5 minutos em espectrofotômetro Spectramax (leitura a 480nm). Os resultados foram 

expressos em U SOD/mg de proteína.  

3.6 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS   

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

Lowry et al. (1951), usando albumina sérica bovina como padrão. 

3.7 EXPRESSÃO POR RT-PCR EM TEMPO REAL DE GPX1, GR E SOD1  

Para realização dos ensaios de RT-PCR foram cultivadas 500.000 células por poço em 

placas de 6 poços. Após adquirirem confluência, a exposição de 24h ao CuSO4 foi realizada. 

Após incubação, o meio foi retirado e foi realizada a extração do RNA, como descrito abaixo. 



40 

 

 

3.7.1 Extração do RNA   

O RNA total foi extraído com TRI® Reagent (Sigma®), adicionando-se aos poços 200 

L do produto. As células foram coletadas em microtubos, com o auxílio de um scraper e levados 

ao vórtex.  Em seguida, o material foi incubado por cinco minutos, à temperatura ambiente, e, 

em seguida, adicionados 40µL de clorofórmio 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 100µL de 

isopropanol e levados ao vórtex. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 10 minutos, 

a temperatura ambiente, para precipitação do RNA. Após esse período, 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 200µL de etanol 75% para lavar o pellet. As amostras foram, então, 

centrifugadas por cinco minutos, de 2-8°C, com velocidade de 7.500 x g. Todo o álcool 75% 

foram descartados e as amostras foram secadas ao ar por dez minutos. Na sequência, o RNA 

foi ressuspendido em 20µL de água Milli-Q. A concentração e pureza do RNA extraído foram 

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

3.7.2 Síntese do cDNA   

O cDNA foi construído a partir de 2µg de RNA para linhagem de células C6, e a partir 

de 4µg de RNA para linhagem de células U-87 MG, utilizando-se o kit High Capacity cDNA 

Reverse Transcription (Thermo Fisher). A reação foi realizada em microtubo de 200µL 

contendo o tampão (RT Buffer), dNTP Mix (100 mM; mix de nucleotídeos), RT Random 

Primers, MultiScribe™ transcriptase reversa, inibidor de RNase, e quantidade de água livre de 

endonucleases (DPEC) suficiente para completar 20µL. Os microtubos foram colocados para 

reação em um Termociclador Eppendorf, de acordo com o seguinte protocolo: 25ºC por 10 

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

3.7.3 RT-PCR em tempo real   

A expressão de GPx1, GR e SOD1 foi realizada utilizando PowerUp™ SYBR™ Green 

Master Mix (Applied Biosystems), contendo 5 µL de cDNA, na presença de 1 µL de primers 

dos tipos forward e reverse nas concentrações expressas no Quadro 1 e 2, 10 µL de SYBR e 
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completado com água DPEC até um volume final de 20µL, em equipamento de RT-PCR em 

tempo real Stratagene Mx 3005P (Agilent Technologies). Os resultados foram analisados 

utilizando o software MxPro qPCR. As sequências dos primers utilizados são descritos nos 

Quadros 1 e 2. 

Quadro 1 — Sequência de primers para Rattus norvegicus utilizados para a reação de RT-

PCR em tempo real 

 

Quadro 2 — Sequência de primers para Homo sapiens sapiens utilizados para a reação de RT-

PCR em tempo real 

 
 

A reação 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 dissociação 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 

expressão do gene constitutivo ATP5B, empregado como padrão (housekeeping gene), de 

acordo com Del Pozo et al. (2016). Os dados foram expressos em conteúdo relativo de mRNA 

em relação ao grupo controle.  
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3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA   

Os dados foram primeiramente analisados quanto à normalidade, pelo teste de Shapiro-

Wilk. Quando os dados apresentaram distribuição normal, estes foram analisados utilizando a 

análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post hoc de Dunnet, quando F 

foi considerado significativo. Quando os dados não apresentaram uma distribuição normal, foi 

realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post hoc de Dunn, quando F foi 

considerado significativo. Para análise dos efeitos dependentes da dose foi utilizada a regressão 

linear. Foi utilizada a correlação de Pearson para verificar a correlação entre NPSH e GPx para 

a linhagem C6 (distribuição normal), e a de Spearman para analisar a correlação entre estas 

variáveis para a linhagem U-87 MG (distribuição não normal dos dados). Diferenças entre os 

grupos foram consideradas significativas quando p ≤ 0,05. Todas as análises e gráficos foram 

realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 9.4®. Os resultados foram apresentados 

como média ± erro padrão 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 600µM de cobre após 24h de exposição [C6: F(3,8) = 12,11 

p<0,01; U-87 MG: F(3, 13) = 5,481 p<0,05] (Figura 4A e 4B), e já a partir de 300µM de cobre 

em 48h de exposição [C6: F(3, 20) = 19,08 p<0,0001; U-87 MG: F(3, 33) = 92,41 p<0,0001] (Figura 

4C e 4D). Nas linhagens C6 e U-87 MG houve uma diminuição de 58,6% e 33,0% na 

viabilidade celular em comparação aos controles após 24h de exposição ao CuSO4 na 

concentração de 600µM, respectivamente. Além disso, quando expostas ao cobre por 48h a 300 

e 600 μM, as linhagens C6 e U-87 MG apresentaram uma diminuição significativa na 

viabilidade celular em relação ao controle de 49,0% (300 μM) e 67,9% (600 μM), e 60,1% (300 

μM) e 64,5% (600 μM). 

A viabilidade celular também foi avaliada pela técnica do vermelho neutro (NR, do 

inglês neutral red), considerando que o autor Perez et al. (2017) observou que o cobre pode 

interagir com o produto formazan da redução do MTT que resultaria em viabilidade celular 

subestimada; já o ensaio do NR parece desprovido de efeitos de interferência por compostos de 

cobre. Por essa técnica, foi demonstrado que a viabilidade da linhagem C6 diminuiu 

significativamente em 600µM de cobre após exposição por 24h [F(3, 8) = 129,4 p<0,0001] 

(Figura 4E), e já a partir de 300µM de cobre em 48h de exposição [F(3, 8) = 327,5 p<0,0001] 

(Figura 4G). Por outro lado, na linhagem U-87 MG foi observado que a viabilidade não foi 

afetada após o tratamento com CuSO4 [F(3, 8) = 3,960 p=0,0531] (Figura 4F), a não ser em 

600µM e somente após 48h de exposição [F(3, 8) = 38,07 p<0,0001] (figura 4H). Após 24h de 

exposição a 600 μM de CuSO4 houve uma diminuição de 53,4% na viabilidade celular em 

comparação ao controle na linhagem C6. Quando as células foram expostas ao cobre por 48h, 

na linhagem C6 foi observado uma redução na viabilidade celular de 76,2% (em 300μM de 

CuSO4), e 83,7% (em 600μM de CuSO4) em relação aos controles. Já na linhagem U-87 MG 

houve uma diminuição de 37,9% na viabilidade celular somente na exposição de 600 μM de 

CuSO4.  Desta forma, foi possível 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 

vermelho neutro (NR) após 24h e 48h de exposição ao CuSO4 
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Efeito in vitro do CuSO4 após 24 e 48h de exposição sobre a viabilidade de células C6 (astroglioma de rato) e U-

87 MG (astroglioma humano) (A-D: redução do MTT; E-H: absorção do corante vermelho neutro). As barras 

indicam a média ± erro padrão da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). A diferença 

estatística foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparação 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 concentrações de CuSO4 e tempo de 

exposição, principalmente nas células C6, indicando mais uma vez uma susceptibilidade maior 

dessa linhagem frente à toxicidade do cobre. 

4.2.1 Catalase   

Em nosso estudo, a exposição ao cobre promoveu uma diminuição significativa na 

atividade da CAT na linhagem celular C6 em todas as concentrações de cobre em 24h [F(3, 12) 

= 34,69 p<0,0001] e uma diminuição em 600µM de CuSO4 na exposição por 48h [F(3, 16) = 

7,278 p<0,05] (Figura 5A e 5B). Na linhagem U-87 MG observou-se em 24h uma diminuição 

na atividade da enzima em 600µM de CuSO4 [F(3, 12) = 4,281 p<0,05] (Figura 5B), e em 48h 

essa diminuição pode ser vista já a partir de 300µM do toxicante  [F(3, 12) = 115,3 p<0,0001] 

(Figura 5D). Ainda, observou-se que este efeito foi dose dependente [β= - 0.02232; p<0.001]. 
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Figura 5 — Atividade da catalase em células das linhagens C6 e U-87 MG após 24h e 48h de 

exposição ao CuSO4 

 
Atividade da enzima catalase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano). As barras 

indicam a média ± erro padrão da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). A diferença 

estatística foi simbolizada por *(p<0,05), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparação ao grupo controle. 

4.2.2 Glutationa peroxidase 

Observou-se uma redução na atividade da enzima glutationa peroxidase na linhagem C6 

em 24h e 48h, já a partir de 100µM de CuSO4 [24h: F(3, 11) = 109,4 p<0,0001; 48h: F(3, 12) = 

82,86 p<0,0001] (Figura 6A e 6C), sendo que a redução observada em 24h apresentou-se dose 

dependente [β= - 0.00399; p<0.0001]. Na linhagem U-87 MG houve uma diminuição na 

atividade dessa enzima em 100µM e 600µM de CuSO4 após exposição por 24h [F(3, 12) = 51,59 

p<0,0001] (Figura 6B). Por outro lado, após 48h de exposição verificou-se uma diminuição na 
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atividade da GPx somente em 600µM 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 após 

24h e 48h de exposição ao CuSO4 

 
Atividade da enzima glutationa peroxidase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano). 

As barras indicam a média ± erro padrão da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). 

A diferença estatística foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparação 

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 redução em 24h e 48h em 600µM de CuSO4 [24h: F(3, 14) = 13,86 p<0,001; 

48h: F(3, 23) = 6,435 p<0,05] (Figura 7A e 7C). Por outro lado, na exposição ao CuSO4 durante 

24h pode-se observar que houve um aumento significativo da atividade enzimática em 300µM 
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quando comparado ao grupo controle. Já na linhagem U-87 MG observamos uma diminuição 

da atividade da GR em 600µM de CuSO4 em 24h [F(3, 15) = 6,827 p<0,05] (Figura 7B) e a partir 

de 300µM em 48h [F(3, 16) = 24,04 p<0,0001] (Figura 7D). 

Figura 7 — Atividade da glutationa redutase em células das linhagens C6 e U-87 MG após 

24h e 48h de exposição ao CuSO4 

 
Atividade da enzima glutationa redutase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano). 

As barras indicam a média ± erro padrão da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). 

A diferença estatística foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), e ****(p<0,0001) em comparação ao grupo 

controle. 

4.2.4 Superóxido dismutase 

Na Figura 8 observamos que na linhagem C6 após 24h de exposição a 600µM de CuSO4 

houve um aumento da atividade da SOD [F(3, 12) = 5,183 p<0,05] (Figura 8A), mas verificou-se 

uma diminuição a partir de 300µM em 48h de exposição 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 já 

a partir de 100µM de CuSO4 [F(3, 12) = 7,926 p<0,05] (Figura 8B) e, semelhantemente ao que 

ocorreu na linhagem C6, em 48h observamos uma diminuição da atividade da SOD a partir de 

300µM [F(3, 12) = 27,33 p<0,0001] (Figura 8D).  

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

24h e 48h de exposição ao CuSO4 

 
Atividade da enzima superóxido dismutase em células C6 (astroglioma de rato) e U-87 MG (astroglioma humano). 

As barras indicam a média ± erro padrão da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet). 

A diferença estatística foi simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparação 

ao grupo controle. 

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

Os resultados aqui apresentados mostram o consumo dos tióis após 24h de exposição ao 

cobre, além da análise qualitativa da produção de superóxido. Na linhagem C6 verificou-se que 
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os níveis de PSH (tióis proteicos livres) e NPSH (tióis não proteicos) são menores que os do 

grupo controle em todas as concentrações de cobre utilizadas, sendo que a redução no PSH 

ocorreu de forma dose-dependente [NPSH: F(3, 16) = 31,13 p<0,0001; PSH: F(3, 12) = 63,77 

p<0,0001; β= - 0.02633; p<0.0001]  (Figura 9A e 9B). Já na linhagem U-87 MG observou-se 

uma redução significativa do NPSH na concentração de 100µM e 600µM do toxicante [F(3, 14) 

= 27,39 p<0,0001] (Figura 9F); enquanto que os níveis de PSH diminuem somente em 600µM 

de CuSO4  [F(3, 16) = 40,68 p<0,0001] (Figura 9G).  

Como descrito na Figura 6, foi observado a diminuição da atividade da GPx após 

exposição ao cobre, e essa enzima utiliza a GSH como cofator para seu funcionamento; sendo 

assim, foi realizada uma análise de correlação entre a atividade da GPx e os níveis de NPSH. 

Verificou-se que houve uma correlação 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 diminuição da 

atividade da GPx está relacionada com a diminuição do NPSH (Figura 9C e 9G).   

Quanto à análise qualitativa da produção de superóxido nas linhagens C6 e U-87 MG, 

as Figuras 9D e 9H mostram que as células tratadas com o cobre apresentaram maior 

intensidade de fluorescência para sonda DHE se comparado com o controle, em ambas as 

linhagens, indicando assim uma maior produção de superóxido frente a toxicidade do cobre.  
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Figura 9 — Análise de parâmetros de estresse oxidativo em células das linhagens C6 e U-87 

MG após 24h e 48h de exposição ao CuSO4 

 
Níveis de tióis proteicos (PSH) (B e G) e não-proteicos (NPSH) (A e F) em células C6 (astroglioma de rato) e U-

87 MG (astroglioma humano) expostas durante 24h ao CuSO4. Valores representados como a média ± erro padrão 

da média (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Dunnet, exceto para a análise estatística dos dados 

de PSH na linhagem C6, onde foi utilizado Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn). Foi utilizada a 

correlação de Pearson para verificar a correlação entre os níveis de NPSH e a atividade da GPx para a linhagem 

C6 (distribuição normal), e a de Spearman para analisar a correlação entre estas variáveis para a linhagem U-87 

MG (distribuição não normal dos dados) (C e G, respectivamente). A diferença estatística foi simbolizada por 

*(p<0,05), ***(p<0,001) e ****(p<0,0001) em comparação ao grupo controle. D e H: Imagens representativas 

obtidas por microscopia de fluorescência sobre a análise qualitativa da produção de superóxido usando a sonda 

DHE. A barra nas imagens representa 20 μM. 

4.4 CONTEÚDO RELATIVO DE MRNA DE ENZIMAS RELACIONADAS AO SISTEMA 

ANTIOXIDANTE 
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A Figura 10 mostra a expressão dos genes que codificam para as proteínas antioxidantes 

GR, GPx e SOD1, após exposição das linhagens ao CuSO4 durante 24h. Pode ser observado na 

Figura 10 que houve uma redução significativa no conteúdo 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 conteúdo 

de mRNA de GPx na exposição a 300µM de CuSO4 em células C6 [F(2, 9) = 4,482 p<0,05] que, 

na linhagem U-87 MG, não foi modificada pelos tratamentos. Na expressão de SOD1 houve 

uma redução no conteúdo de mRNA nos grupos tratados com o CuSO4 na linhagem C6 [F(2, 8) 

= 6,133 p<0,05]; no entanto, na linhagem U-87 MG observa-se um aumento significativo no 

conteúdo de mRNA de SOD1 após exposição a 600µM de CuSO4 [F(2, 7) = 26,82 p<0,001].  

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

linhagens C6 e U-87 MG após 24h e 48h de exposição ao CuSO4 

 
Expressão de genes que codificam para as proteínas GR, GPx e SOD1 em células de astroglioma C6 (rato) e U-87 

MG (humano) submetidos a toxicidade induzida pelo CuSO4 após 24h de exposição. Os resultados foram 

normalizados mediante a quantificação da expressão do gene que codifica para ATP5B, e expressos em conteúdo 

relativo de mRNA. Valores representados como a média ± erro padrão 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 DISCUSSÃO 

Nos últimos anos houve um aumento da expectativa de vida em grande parte dos países; 

porém, com as pessoas vivendo mais há também um elevado risco de desenvolver doenças 

neurodegenerativas. Para algumas dessas doenças, como as doenças de Parkinson e de 

Alzheimer, as causas e tratamentos não são totalmente conhecidas, mas para outras doenças 

relacionadas ao SNC, como a Doença de Wilson, há melhor compreensão de seus mecanismos 

e seus tratamentos (GITLER; DHILLON; SHORTER, 2017).   

Os astrócitos estão entre os primeiros alvos de substâncias tóxicas como o Cu no sistema 

nervoso, já que participam da barreira hematoencefálica. Essas células são frequentemente 

usadas para determinar a citotoxicidade no SNC em condições in vitro. Como os astrócitos 

realizam a captação do cobre e o fornecem para as demais células do SNC, além de proteger os 

neurônios dos efeitos tóxicos deste elemento, estas células são continuamente expostas a ERO; 

desta forma, os astrócitos possuem um sistema de defesa antioxidante mais eficiente para 

combater a condição 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 tóxicos do cobre, pois as alterações induzidas pelo metal nos parâmetros/propriedades 

dos astrócitos servem como um bom indicador de dano oxidativo.   

A relação do cobre com o surgimento e progressão das doenças que afetam o SNC vem 

sendo investigada nos últimos anos, seja por uma falta deste no organismo ou por seu excesso, 

pois seu papel no SNC ainda não é 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 sinalização através de múltiplos alvos, as quais são 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 evidências de que alterações no 

sistema antioxidante e o estresse oxidativo estão envolvidos, mas que as respostas frente à 

toxicidade do cobre ocorrem de maneiras distintas entre as diferentes linhagens.  

Assim como observado neste estudo, onde a diminuição da viabilidade celular foi mais 

evidente na linhagem de astroglioma de ratos do que na linhagem de glioblastoma humano, 

estudos com astrócitos primários de ratos revelaram alta toxicidade celular do Cu onde 100μM 



54 

 

 

de CuCl2 reduziu a viabilidade celular em 40% após 24h de incubação (CHEN et al., 2008). Já 

em outro estudo com a linhagem U-87 MG, efeitos tóxicos significativos de CuCl2 puderam ser 

observados somente a partir de 250μM após 24h de incubação, onde a viabilidade celular foi 

reduzida em 40% (MERKER et al., 2005). Assim, observa-se que existem diferenças espécie-

específicas na toxicidade do Cu, e que linhagens de astrócitos humanos parecem ser muito 

menos sensíveis em comparação com os astrócitos de ratos. Desta forma, para melhor avaliar o 

potencial de toxicidade do Cu e o seu modo de ação é importante a utilização de diferentes 

modelos, para que estes possam ser caracterizados e comparados, verificando se os mecanismos 

de resposta frente à toxicidade do metal são similares entre as diferentes espécies ou mesmo 

entre diferentes células de um mesmo organismo.  

Os diferentes mecanismos de resposta frente à toxicidade do Cu podem estar 

relacionados com diferenças relacionadas ao sistema antioxidante, visto que para combater o 

estresse oxidativo as células possuem antioxidantes não-enzimáticos e enzimas antioxidantes. 

Neste sentido, a GSH é o antioxidante não enzimático, contendo tiol, mais abundante presente 

nas células que mantém o ambiente redutor na célula (FORMAN et al., 2009). Além de seu 

papel de protetor do estresse oxidativo, GSH pode quelar metais, como Cu e Zn, e a rápida 

formação de complexos intracelulares estáveis de cobre-GSH foi relatada para prevenir a 

toxicidade induzida pelo cobre, principalmente devido a formação de ERO pela reação de 

Fenton e Haber-Weiss, ou mesmo evitando a interação do metal com proteínas que contenham 

histidina e cisteína, aminoácidos que possuem alta afinidade com o cobre, sendo que a ligação 

do metal com estes aminoácidos pode alterar o funcionamento dessas enzimas (FREEDMAN 

et al., 1989; SCHEIBER; DRINGEN, 2011). Além de observarmos uma diminuição do NPSH 

(os quais 90% são representados pela GSH), observou-se uma diminuição dos níveis de PSH, 

o que indica que o metal, além de ligar-se com GSH, pode interagir com os grupos tióis 

presentes nas proteínas, ou que as ERO geradas a partir da reação de Fenton e Haber-Weiss 

reagem com estes grupos -SH, podendo afetar a atividade enzimática destas proteínas. Apesar 

da formação do complexo GSH-cobre prevenir a reatividade do cobre livre, foi demonstrado 

que em situações de estresse oxidativo e toxicidade associada à exposição de células a altas 

concentrações de cobre, que o complexo cobre-GSH é capaz de reagir continuamente com o 

oxigênio molecular para produzir superóxido; além disso, essa característica explica a 

capacidade do Cu–GSH de reduzir Fe3+ e estimular a liberação de Fe2+ da ferritina, promovendo 

a produção catalisada por ferro de radicais hidroxila pela reação de Fenton (ALIAGA et al., 

2011; SCHEIBER; MERCER; DRINGEN, 2014).  
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Como comentado acima, o excesso de CuSO4, ou o excesso de ERO causado pela 

exposição ao metal, levou à uma diminuição dos níveis de GSH (NPSH), e é altamente provável 

que isto tenha ocorrido devido à formação do complexo cobre-GSH, pois a rápida formação 

destes complexos intracelulares estáveis foi relatada para prevenir a toxicidade induzida por 

esse metal (FREEDMAN; CIRIOLO; PEISACH, 1989). Em astrócitos primários de ratos, 

autores demonstraram que há um aumento dos níveis de GSH quando estas células foram 

expostas ao CuCl2 por 24h, onde na concentração de 30μM do toxicante os níveis totais de GSH 

aumentaram em 60%, o que provavelmente ajudaria a neutralizar os efeitos tóxicos deste metal 

(SCHEIBER; DRINGEN, 2011). Apoiando a suposição de que uma estratégia de defesa celular 

seria aumentar a capacidade de ligação ao cobre com a GSH e que há diferenças nestes 

mecanismos de resposta entre as espécies, estudos revelaram que a linhagem celular de 

astrocitoma humano (1321 N1) é capaz de manter os níveis de GSH extracelular na presença 

de 2,5μM do metal, enquanto em culturas primárias de astrócitos de ratos esse limite é 

alcançado com 0,25μM de cobre; portanto, a linhagem de astrocitoma humano parece ser menos 

suscetível à 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 suposição pode ser 

confirmada.  

 A diminuição da GSH ocasionado pelo excesso de cobre resulta em uma falta de 

proteção das células ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo é causado por um desequilíbrio 

entre uma maior geração de ERO e diminuição do sistema de defesa antioxidante. Como a 

exposição ao CuSO4 causou alterações nos marcadores de estresse oxidativo (NPSH e PSH), 

foi realizado o ensaio do DHE para detectar a geração do superóxido, assim caracterizando o 

dano oxidativo nas células. Neste sentido, além de diminuir o conteúdo de GSH, a exposição 

ao CuSO4 resultou em aumento na geração de superóxido, mostrando que esse metal causa 

danos oxidativo nas linhagens de astroglioma de ratos e humanos. Estudos em astroglioma 

humanos (U373 MG) mostraram níveis aumentados de hidroperóxidos quando essas células 

eram expostas a níveis excessivos de Cu. Além disso, o pré-tratamento com antioxidantes foi 

capaz de prevenir a morte celular nessa linhagem exposta ao CuSO4 (10μM), mostrando que o 

cobre exerce seus efeitos tóxicos nestas células devido ao aumento da geração de ERO 

(REDDY; RAO; NORENBERG, 2008). Ainda, ressalta-se que o aumento de superóxido pode 

oxidar antioxidantes como o próprio GSH, α-tocoferol e ascorbato (ISCHIROPOULOS; AL-



56 

 

 

MEHDI, 1995), e este processo reduzirá ainda mais os níveis de GSH e outros antioxidantes 

presentes nas células.   

Para elucidar as razões para a variação das respostas das linhagens quando expostas ao 

excesso de Cu, a atividade de enzimas antioxidantes e os níveis de mRNA de genes relacionados 

a estas enzimas foram determinados. De forma geral, verificou-se que a atividade das principais 

enzimas antioxidantes apresentou diminuição nas duas linhagens de astroglioma expostas ao 

excesso de CuSO4. Neste sentido, as ERO e ERN são conhecidas por inativar a catalase 

(PIGEOLET et al. 1990; ESCOBAR et al. 1996), podendo reagir diretamente com íons de ferro 

ligados a esta enzima, levando a redução de sua atividade; assim como o excesso de cobre pode 

diminuir o conteúdo de ferro intracelular através da competição com o transportador DMT1, 

diminuindo o conteúdo deste cofator e consequentemente a atividade enzimática da CAT 

(ESCOBAR et al. 1996).  Além disso, a GPx utiliza como cofator o GSH e, devido à provável 

formação do complexo Cu-GSH, a redução nos níveis deste tripeptídeo podem também afetar 

a sua atividade enzimática. 

O cobre também pode reagir diretamente com os aminoácidos cisteína e histidina 

presente nas proteínas, e a ligação a esses aminoácidos pode ter como consequência a perda da 

atividade enzimática, como relatado anteriormente; além da inibição da atividade enzimática 

ser causada pela oxidação de grupos -SH por ERO geradas a partir das reações de Fenton e 

Haber-Weiss (BRYCE; GURD, 1966; BERGER et al., 1999). Neste sentido, as diferentes 

isoformas de GPx possuem cisteína ou selenocisteína em seu sítio ativo, as quais são essenciais 

para a sua atividade enzimática (SUZUKI; KARASAWA; YAMANAKA, 1989). Desta forma, 

a interação do cobre com estes aminoácidos, ou a oxidação destes pelo excesso de ERO pode 

levar a um prejuízo na atividade da GPx. Ainda, embora a histidina (His) não esteja diretamente 

envolvida no sítio ativo da glutationa peroxidase, resíduos de histidina podem estar presentes 

em outras regiões da proteína e desempenhar outros papéis estruturais ou de estabilização (KOH 

et al., 2007). Além disso, a cisteína também está presente no sítio ativo da glutationa redutase, 

estando também envolvida na sua atividade catalítica (MITTL; SCHULZ, 1994); assim, a 

diminuição da atividade dessa enzima observada após a exposição ao CuSO4 pode ser resultante 

da interação do metal com o seu sítio ativo. A enzima SOD1 (que contém como cofatores cobre 

e zinco) também possui um resíduo de histidina e um resíduo de cisteína no sítio ativo (LAMB 

et al., 1999; HALL et al., 2000), já a SOD2 (superóxido dismutase de manganês) possui em 

seu sítio ativo três 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 diminuição da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase 

(G6PD), que participa da geração do NADPH (TIAN et al., 1998; HO et al., 2007). Como 

observado em resultados in vitro realizado em eritrócitos de rato, íons de cobre têm um efeito 

inibitório 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 são necessários para sua 

atividade biológica (KIRKMAN et al., 1999). Assim, níveis mais baixos de NADPH também 

reduzem a atividade dessa enzima. A glutationa redutase é outra enzima que utiliza NADPH, 

para regenerar o GSH (a partir de GSSG), mantendo-o na forma reduzida. A inibição da 

atividade da G6PD, por exemplo, reduzirá o conteúdo de NADPH da célula e, 

consequentemente, a atividade da glutationa redutase diminui. Além dos fatores citados acima 

que podem contribuir para a diminuição na atividade das enzimas do sistema antioxidante 

observadas no presente trabalho, verificou-se a redução da expressão da GR na concentração 

de 300 e 600μM de CuSO4 em ambas as linhagens.   

Por outro lado, verificou-se que a exposição a 300μM de CuSO4 resultou em um 

aumento da expressão da GPx na linhagem C6. No entanto, este aumento do conteúdo de 

mRNA não 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, está 

diminuído em condições 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 há uma maior expressão da 

SOD1 na linhagem U-87 MG. Neste sentido, estudos em cérebro de peixes (carpas Jian) 

expostos a 0,60 mg Cu/L mostrou que após a exposição ao toxicante houve um aumento nos 

níveis de mRNA de GPx1 e SOD1, sugerindo um mecanismo adaptativo contra o estresse. Além 

disso, os autores verificaram que a exposição ao cobre aumentou o acúmulo nuclear de Nrf2, 

corroborando o aumento dos níveis de mRNA desta enzima (JIANG et al., 2014).  

Inúmeros fatores de transcrição regulam a expressão de SOD, principalmente aquelas 

sensíveis ao estresse oxidativo, como a proteína AP-1 e o NF-κB, que estão entre os 

componentes importantes da resposta celular em situação de estresse oxidativo, além de 

participarem nas questões de sobrevivência ou morte celular em caso de elevados níveis 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 readaptação do metabolismo 
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frente ao aumento da geração de superóxido, sendo que na linhagem U-87 MG o aumento da 

atividade e expressão dessa enzima foi observado em concentrações mais baixas de CuSO4 que 

na linhagem C6. Apesar de um aumento na atividade da SOD ter sido observada após exposição 

durante 24h a 600μM de CuSO4 na linhagem C6, verificou-se uma diminuição na expressão 

dessa enzima em relação ao controle. Esses resultados podem refletir em uma resposta mais 

eficiente na linhagem de astroglioma humano frente à toxicidade do cobre, quando comparada 

a linhagem C6. Porém, não se pode descartar que o aumento da atividade da SOD possa estar 

relacionado também há um aumento da expressão da SOD2, a qual não foi determinada neste 

estudo, principalmente na linhagem C6.   

Os resultados apresentados nesta dissertação indicam que altos níveis de Cu causam 

uma diminuição nas atividades de enzimas antioxidantes e nos níveis de grupos tióis 

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

oxidativo ou a uma interação direta entre Cu e as enzimas em seu sítio ativo. Assim, conclui-se 

que existem diferenças espécie-específicas para a toxicidade do Cu, provavelmente devido a 

diferentes mecanismos de resposta ao estresse oxidativo, apesar de não podermos descartar 

diferenças nos mecanismos de absorção de cobre pelas células, sendo que a linhagem derivada 

de humanos parece ser menos sensível ao excesso do metal em comparação com a linhagem 

proveniente de ratos. 
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6 CONCLUSÕES 

● A viabilidade celular foi diminuída após exposição 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 células C6; 

● O CuSO4 após exposição por 24h e 48h provoca maior produção de superóxido, 

levando ao estresse oxidativo, que pode estar relacionado a alteração na atividade de 

enzimas antioxidantes principalmente na linhagem C6 (inibição das atividades da GPx, 

GR e CAT, e aumento da SOD), podendo levar a um aumento do dano oxidativo ao 

DNA, além de levar à neurodegeneração; 

● Os níveis de NPSH foram diminuídos após exposição por 24h ao toxicante, sendo 

que esse teor diminuído está relacionado à ligação do complexo cobre-GSH ou ao 

excesso de ERO gerado pela reação de Fenton e Haber-Weiss; além disso, verificou-se 

uma diminuição dos níveis de PSH, que ocorreu em concentrações menores de CuSO4 

na linhagem C6 quando comparada à U-87 MG; 

● A expressão das enzimas antioxidantes foi alterada de diferentes maneiras entre as 

linhagens estudadas após exposição por 24h ao CuSO4: na linhagem C6 houve um 

aumento na expressão de GPx, enquanto na linhagem U-87 MG o aumento foi visto na 

expressão de SOD1. 
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Figura 11 — Principais alterações observadas em parâmetros de estresse oxidativo após a 

exposição ao excesso de cobre e a sua relação com diferentes espécies 

 
A potencial via de ação do dano oxidativo induzido por CuSO4 e alteração do sistema antioxidante, sendo a 

coloração vermelha representativa de um resultado mais acentuado que a coloração verde e a coloração amarela 

representando igualdade nos resultados em ambas as linhagens de astroglioma (C6 e U-87 MG). Fonte: Figura 

produzida com o auxílio do software Biorender (O autor, 2023). 
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