
 

 
 
 
 
 

UUNNIIVVEERRSSIIDDAADDEE  FFEEDDEERRAALL  DDEE  SSAANNTTAA  CCAATTAARRIINNAA  

CCEENNTTRROO  DDEE  CCIIÊÊNNCCIIAASS  BBIIOOLLÓÓGGIICCAASS  

PPÓÓSS--GGRRAADDUUAAÇÇÃÃOO  EEMM  NNEEUURROOCCIIÊÊNNCCIIAASS  

 
 
 
 
 
 
 

AAÇÇÕÕEESS  CCEELLUULLAARREESS  EE  MMOOLLEECCUULLAARREESS  DDOO  

CCÁÁDDMMIIOO  SSOOBBRREE  OO  HHIIPPOOCCAAMMPPOO  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANA PAULA RIGON 

 
 
 
 
 

FFLLOORRIIAANNÓÓPPOOLLIISS,,  FFEEVVEERREEIIRROO  DDEE  22000088  



 

ANA PAULA RIGON 

 

 

 

 

 

AAÇÇÕÕEESS  CCEELLUULLAARREESS  EE  MMOOLLEECCUULLAARREESS  DDOO  CCÁÁDDMMIIOO  

SSOOBBRREE  OO  HHIIPPOOCCAAMMPPOO  

 

 
Dissertação apresentada à 

Universidade Federal de Santa 

Catarina, como requisito parcial 

para obtenção do grau de 

Mestre em Neurociências 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Bainy Leal 
 
 

Departamento de Bioquímica – CCB – UFSC 

Florianópolis, Fevereiro de 2008 



 

 



 

AAGGRRAADDEECCIIMMEENNTTOOSS 
 

 Agradeço a Deus pela força e oportunidade de concluir mais esta etapa de minha vida; 

 Aos meus Pais, pelo apoio e amor incondicional que sempre tive por parte deles; 

 Ao meu Orientador Rodrigo, por toda paciência, compreensão e principalmente 

orientação; 

 Aos Professores Carla Inês Tasca, Nelson H. Gabilan e Marcelo Farina pelos 

empréstimos de equipamentos e alguns materiais e pelas dicas oferecidas; 

 Às meninas do Laboratório de Neuroquímica III (Cami, Thaís, Ana, Daí e Ilza) pela 

convivência e amizade; 

 Ao Nivaldo, secretário da Pós-graduação em Neurociência, pela sua dedicação aos 

alunos; 

 Às meninas do Laboratório do Hospital Marieta Konder Bornhausen, por me receberem 

de braços abertos e principalmente a Bioquímica Glauce pelas “trocas” de plantões 

necessárias para o encerramento de mais esta etapa; 

 Aos meus amigos especiais, Bê, Carol e Vitor, pelo companheirismo, convivência e por 

estarem sempre dispostos a me ajudar em todos os momentos; 

 E a todos que de certo modo contribuíram para a realização deste trabalho; 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O livro é um mestre que fala 
mas não responde!” 

 
Platão  



 

RREESSUUMMOO 

 

O metal divalente cádmio (Cd2+) é um poluente ambiental que causa intensa 

toxicidade em vários sistemas incluindo o sistema nervoso central (SNC). Diversos estudos 

mostram que o SNC em desenvolvimento é mais vulnerável a ação de agentes tóxicos e que 

a exposição a metais em fase precoce do desenvolvimento do SNC pode predispor ao 

aparecimento de processos neurodegenerativos. Em modelos de culturas celulares o Cd2+ 

pode causar citotoxicidade e modular diversas proteínas cinases. O presente trabalho teve 

por objetivo principal investigar a ação neurotóxica aguda do Cd2+ e sua capacidade de 

modular as proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e AKT, que são enzimas  

envolvidas na regulação de processos de proliferação, diferenciação, morte celular e 

neuroplasticidade. Além disso, foi avaliado um possível efeito neuroprotetor da glutationa 

(GSH) e sua análoga permeável, a glutationa monoetilester (GSH-me). Fatias hipocampais 

foram incubadas (1-3 h) com Cd2+ (5-200 μM). A atividade de MAPKs (ERK1/2; JNK e 

p38MAPK) e da AKT foi determinada através de western blotting. A viabilidade celular foi 

determinada pela análise da redução do MTT, liberação da lactato desidrogenase (LDH) e 

incorporação de iodeto de propídio (IP). Os resultados mostraram que o Cd2+ (3 h) 

promoveu um aumento na fosforilação de p38MAPK em todas as doses avaliadas (5-200 µM) 

sem alterar a fosforilação de JNK e de AKT. Nas concentrações mais altas (100-200 µM) o 

metal também estimulou a fosforilação de ERK1/2. A inibição da p38MAPK pelo SB203580 

agravou a neurotoxicidade mediada pelo Cd2+. Por outro lado, a inibição da via de ERK1/2 

pelo PD98059 não alterou a neurotoxicidade do Cd2+. O Cd2+ (5-200 µM; 3 h) reduziu a 



 

viabilidade celular medida pelo MTT sem produzir lesões sobre a membrana celular, tendo 

em vista que a liberação de LDH e a incorporação de IP não foi modificada. A GSH foi 

capaz de reverter parcialmente o efeito citotóxico do Cd2+ (200 µM), entretanto a GSH-me, 

mesmo sendo capaz de aumentar o conteúdo de GSH intracelular cerca de 3 vezes, não 

minimizou a citotoxicidade do Cd2+ (200 µM). Os resultados demonstraram uma ação 

neurotóxica aguda do Cd2+ sobre o hipocampo imaturo com queda de viabilidade e uma 

alteração na atividade de p38MAPK e ERK1/2, vias de fundamental importância no 

desenvolvimento e neuroplasticidade hipocampal. Além disso, os resultados sugerem que 

neste modelo p38MAPK participa de uma sinalização que protege as células da 

neurotoxicidade induzida pelo Cd2+. Por fim o estudo sugere uma ação neuroprotetora 

(possivelmente extracelular) de GSH frente ao Cd2+. 



 

AABBSSTTRRAACCTT 

 

 

The developing of the brain is very sensitive to damage by toxic agents, in which 

consequences may manifest only in the adulthood. Cadmium (Cd2+) is an environmental 

pollutant widely used in industry and is a constituent of tobacco smoke. Exposure to Cd2+ is 

associated with detrimental effects on mammalian cells including neural cells. We 

investigate the action of Cd2+ on immature hippocampus by assessing cell viability and 

modulation of AKT/PKB and MAPK family members (extracellular signal-regulated 

kinase (ERK)-1/2, p38MAPK and JNK), as well a possible neuroprotective effect of 

glutathione and its permeable analogue, glutathione monoethyl ester (GSH-me). 

Hippocampal slices from immature rats (postnatal day 14; PN14) were incubated with Cd2+ 

(5-200 μM) for 3 h and the effects on protein phosphorylation were analyzed by western 

blotting. Phosphorylation of p38MAPK was enhanced by Cd2+ at all doses tested. Cd2+ also 

stimulated the phosphorylation of ERK1/2 in a concentration-dependent manner. 

Conversely, Cd2+ did not alter the phosphorylation of JNK and AKT. Moreover, Cd2+ (5-

200 μM; 3 h) reduced cell viability, measured by MTT reduction assay without changes on 

LDH leakage assay and propidium iodide (IP) staining. GSH but not GSH-me was able to 

reduce the impairment on cell viability induced by the metal. This finding suggests that the 

neuroprotective effect of GSH is extracellular action dependent. The inhibition of p38MAPK 

by SB203580 aggravated the acute Cd2+-induced impairment on cell viability. Differently, 

the inhibition of MEK by PD98059 did not alter the effects of Cd2+ on cell viability. The 



 

current data suggest that in immature hippocampal cells p38MAPK may play a role in a 

signaling pathway in order to counteract against acute Cd2+ neurotoxicity. In conclusion, 

our results show that Cd2+ impairs cell viability and disturbs MAPKs pathways in a 

developmental stage that is significant for synaptic organization. 
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11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO 

  

O cádmio (Cd2+) é um metal pesado que antigamente era encontrado em baixas 

concentrações na natureza. Entretanto, quantidades significantes e progressivas deste metal 

vêm sendo introduzidas ao meio ambiente a partir de fontes naturais, como atividades 

vulcânicas e incêndios florestais, e fontes antropogênicas, como a mineração e a 

metalúrgica (WAALKES, 2003; WAISBERG et al., 2003). Além disso, este metal possui 

grande aplicação nas industrias de eletrônica, comunicação, geração de energia e 

aeroespacial (YATES, 1992; RPA, 2000; WAALKES, 2003; WAISBERG et al., 2003; 

SANTOS et al., 2005; MONROE e HALVORSEN, 2006). 

A exposição ao Cd2+ pode ser ocupacional ou não. Trabalhadores de indústrias estão 

sujeitos a inalar o Cd2+ ou retê-lo em contato com a pele. Exposições não ocupacionais 

podem ocorrer por meio da ingestão de alimentos e de água. Também o hábito de fumar é 

uma importante fonte de contaminação para o homem (IARC, 1993; RPA, 2000; ROMAN 

et al., 2002; WAISBERG et al., 2003). O contato com poluentes ambientais contendo Cd2+ 

pode ocorrer mesmo que não se resida ou trabalhe em áreas geográficas altamente poluídas. 

Níveis de contaminação de Cd2+ podem ser comumente detectados em diferentes hortaliças 

comercializadas, provenientes, por exemplo, de várias regiões do estado de São Paulo 

(ROMAN et al., 2002). Diferentes artigos domésticos de uso infantil frequentemente 

levados à boca podem ocasionar intoxicação por Cd2+, como a mamadeira do bebê e seus 

acessórios, a chupeta e os mordedores de borracha (GARRIDO et al., 1983). 
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As concentrações de Cd2+ nos alimentos são maiores nos vegetais, depois em carnes 

e pescados e, finalmente, nos ovos e produtos lácteos (LENZI et al., 1990; MATA et al., 

1995; RPA, 2000). O leite, mesmo não apresentando níveis elevados de concentração do 

metal, pode representar uma fonte importante de Cd2+ para o homem (LENZI et al., 1990) e 

em especial aos lactentes (ROMAN, 2002). 

O Cd2+ absorvido via alimentos ou água ou inalado sob forma gasosa pode 

concentrar-se em vários órgãos como fígado, rins, sistema nervoso (SN), intestino, ossos, 

pele e sistema reprodutor (IARC, 1993; RPA, 2000; ROMAN et al., 2002; WAALKES, 

2003; WAISBERG et al., 2003). 

Em se tratando do sistema nervoso central (SNC) e periférico, o Cd2+ causa 

prejuízos que incluem sintomas como dor de cabeça e vertigem, sintomas semelhantes ao 

da doença de Parkinson, retardo da função visual-motora, neuropatia periférica, diminuição 

na habilidade de concentração e no equilíbrio (OKUDA et al., 1997; VIAENE et al., 2000). 

Alguns estudos também demonstraram prejuízo nas funções neuropsicológicas de crianças 

expostas ao Cd2+ (HART et al., 1989).  

A neurotoxicidade causada pela exposição crônica ao Cd2+ tem sido bem 

demonstratada em modelos animais (VIAENE et al., 2000), entretanto estes estudos são 

mais limitados em seres humanos. Estudos utilizando roedores expostos ao Cd2+ 

demonstraram mudanças comportamentais e danos sobre diversas regiões do SNC 

(CHANDRA et al., 1985). Estudos de citotoxicidade in vitro utilizando linhagens celulares 

humanas de neuroblastoma indicaram que o Cd2+ pode ser mais neurotóxico que o chumbo 

e alumínio (GOTTI et al., 1987). Entretanto o mecanismo da ação citotóxica do Cd2+, 

permanece pouco compreendido, apesar dos vários estudos in vitro e in vivo. 
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Assim, o objetivo principal deste trabalho foi determinar as ações do Cd2+ no 

hipocampo, em um estágio específico de desenvolvimento (PN14) que é bastante 

vulnerável ao efeito de substâncias neurotóxicas (COSTA et al., 2004; NEVES et al., 

2008). Neste sentido foi avaliado a fosforilação das MAPKs e AKT, bem como viabilidade 

celular como parâmetros de neurotoxicidade. 

 

1.1 SINALIZAÇÃO CELULAR 

  

Os sinais extracelulares produzem muitos de seus efeitos fisiológicos através da 

regulação do estado de fosforilação de proteínas específicas em células alvo (HUNTER, 

2000). Os sistemas de fosforilação são constituídos de uma proteína cinase, uma proteína 

fosfatase e uma proteína aceptora de fosfato (proteínas substrato). A proteína substrato é 

convertida da forma defosforilada para a forma fosforilada pela proteína cinase, e o retorno 

à forma defosforilada é realizada pela proteína fosfatase (GREENGARD, 2001). Dentre as 

proteínas cinases que regulam a sobrevivência e morte celular observa-se as proteínas 

cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e a proteína cinase B (PKB/AKT). 

 

1.1.1 Proteínas Cinases Ativadas por Mitógenos (MAPKs) 

 

As MAPKs representam uma família de serina-treonina cinases que medeiam a 

transdução de sinal intracelular em resposta a diversos estímulos. As MAPKs conduzem, 

amplificam e integram diversas atividades, incluindo embriogênese, diferenciação, 

proliferação e transformação celular, respostas de estresse, alterações morfológicas e 
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apoptose (Figura 1) (PARK et al., 2000; CHANG e KARIN, 2001; COWAN e STOREY, 

2003). 

 A ativação das MAPKs é dependente de outras cinases posicionadas anteriormente a 

elas na via de sinalização, chamadas cinases de MAPKs (MAPKK) (CHEN et al., 2001). 

Desta forma, a fosforilação reversível das MAPKs sobre um resíduo de treonina e em 

tirosina, conduz a sua ativação. Três MAPKs tem sido bem caracterizadas: as proteínas 

cinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2); as proteínas cinases c-Jun NH2-

terminal (JNK) e a proteína cinase p38 (p38MAPK) (CHEN  et al., 2001; CHANG e KARIN, 

2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cascata de sinalização de MAPKs.  
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 A cascata das ERK1/2 está presente em todos os eucariontes e é amplamente 

utilizada na regulação celular (ROBINSON e COBB, 1997; CHANG e KARIN, 2001). As 

ERK1/2 são primariamente ativadas por fatores de crescimento (SEGER e KREBS, 1995), 

mas podem ser ativadas por diversos estímulos como citocinas, choque térmico, luz 

ultravioleta, isquemia e estresse oxidativo (HUNG et al., 1998; IRVING et al., 2000; GU et 

al., 2001).  

O mecanismo mais conhecido de ativação de ERK é através da auto fosforilação dos 

receptores tirosina cinase (em resíduos de tirosina) em resposta a neurotrofinas. Isto por sua 

vez (via interação proteína-proteína) promove a ativação e o ancoramento na membrana 

plasmática de RAS (uma proteína G monomérica de 21 kDa), com posterior interação desta 

com RAF (uma proteína cinase serina-treonina de 74 kDa). Este processo promove a 

ativação de RAF que fosforila MEK (MAPKKs), que irá fosforilar e ativar as ERK1/2. A 

ativação de ERK depende da fosforilação nos resíduos treonina 183 e tirosina 185, sendo 

que a defosforilação de qualquer um dos sítios por fosfatases causa inativação da enzima 

(COBB e GOLDSMITH, 1995; CHEN, 2001). 

A atividade de ERK1/2 tem sido primariamente relacionada com sobrevivência 

celular e neuroplasticidade sináptica, incluindo aprendizado e formação de memória 

dependentes do hipocampo (NORMAN et al., 2000; SWEATT, 2001; SWEATT, 2004; 

THOMAS e HUGANIR, 2004). 

 A ativação da p38MAPK e da JNK tem sido amplamente relacionada com a morte 

celular programada (MIELKE e HERDEGEN, 2000). Entretanto, diversas evidências 

indicam que as MAPKs de uma forma geral podem tanto exercer papéis cruciais, durante o 

desenvolvimento do SNC e na neuroplasticidade como também mediarem eventos 
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neurotóxicos, na dependência do período de ativação e da localização subcelular (CHU et 

al., 2004; MURPHY e BLENIS, 2006). 

 As JNKs são ativadas por fosforilação nos seus resíduos de treonina e tirosina nas 

posições 183 e 185 na JNK1 e na JNK2, e nas posições 221 e 223 na JNK3.  As p38MAPK, 

por sua vez, representam uma família de quatro cinases homólogas: p38α, p38β, p38γ e 

p38δ, que derivam de diferentes genes, e são ativadas por fosforilação nos resíduos de 

treonina 180 e tirosina 182 (MIELKE e HERDEGEN, 2000; CHEN, 2001). Tanto as JNKs 

quanto as p38MAPK são largamente expressas em muitos tecidos, além do SNC. A alta 

atividade basal no SNC está em contradição à hipótese de que a p38MAPK atue apenas como 

uma cinase ativada por estresse e envolvida na apoptose, portanto as p38MAPKs devem 

também desempenhar funções fisiológicas (MIELKE e HERDEGEN, 2000). Alguns 

estudos sugerem que essa enzima possui importante papel na regulação da resposta imune, 

proliferação e diferenciação celular (TAKENAKA et al., 1998; MIELKE et al., 1999; 

MARTÍN-BLANCO, 2000). Adicionalmente, trabalhos recentes sugerem funções 

neuroprotetoras exercidas pela p38MAPK no hipocampo em pré-condicionamento isquêmico 

(SUN et al., 2006) e estresse hiperosmótico (NISWANDER e DOKAS, 2006). 

 Em relação ao Cd2+, tem-se descrito que este metal pode induzir apoptose pela via 

de ERK1/2 em linhagem de células T humana (IRYO et al., 2000). Pode ativar JNK e 

p38MAPK em células de linhagem hipocampal (HT4) (ROCKWELL et al., 2004), ERK1/2, 

JNK e p38MAPK em células renais (HIRANO et al., 2005), em macrófagos (MISRA et al., 

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

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

envolvidos nas ações citotóxicas induzidas pelo Cd2+ (LAG et al., 2005). 

 

1.1.2 Via da Proteína Cinase B (PKB/AKT) 

  

Em diversos tipos celulares, a ativação de receptores tirosina cinase por ligantes 

como o fator de crescimento epidérmico (EGF), ou o fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), ocasionam a autofosforilação do receptor na porção intracelular. Assim, 

levam ao recrutamento de fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) para a membrana plasmática. 

Isso ocasiona uma mudança conformacional na cinase e com conseqüente ativação, o que 

favorece a síntese de 3’-fosfoinositídeos. A AKT citosólica se desloca para a membrana 

plasmática ligando-se aos 3’-fosfoinositídeos produzidos.  A AKT associada à membrana é 

fosforilada sobre um resíduo de treonina 308 pela PDK1 (cinase 1 dependente de 

fosfoinositídeo, cuja atividade depende de lipídeos de inositol fosforilados na posição 3’) e 

na serina 473 por uma cinase ainda indeterminada (Figura 2) (BRAZIL e HEMMINGS, 

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

 

A Akt está envolvida na proliferação, diferenciação e proteção de apoptose, síntese 

protéica e angiogênese (BRAZIL e HEMMINGS, 2001; KIM et al., 2004). No SNC, AKT 

contribui para a sobrevivência celular, sendo um elemento protetor frente a diversos 

insultos (MURATA et al., 2003; JOHNSON-FARLEY et al., 2005), além disso, 

recentemente esta via tem sido implicada na modulação da neuroplasticidade (VAN DER 

HEIDE et al., 2005).  

Em cultura de células de linhagem hipocampal (HT4) foi sugerido que o Cd2+ pode 

ativar a via de PI3-K e causar estresse celular (ROCKWELL et al., 2004), apontando uma 

possível implicação de AKT na intermediação desse processo. 
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1.2 RESPOSTAS A ESTRESSE CELULAR 

  

Em tecidos e células neuronais ou não neuronais, a chamada resposta de estresse 

compreende alterações enzimáticas e genéticas mais ou menos bem definidas após o 

estímulo de estresse. Esses fatores de estresse podem ser determinados por uma privação de 

fatores tróficos, radiação ionizante, choque térmico, radicais livres, luz ultravioleta, choque 

osmótico, lipopolissacarídeo bacteriano, hipóxia, isquemia e metais pesados. Esses 

estímulos potencialmente deletérios provocam reações intracelulares que levam à morte 

celular ou à adaptações defensivas (MIELKE e HERDEGEN, 2000; KLAUNIG e 

KAMENDULIS, 2004;). Sob condições fisiológicas normais, as células são capazes de 

contrabalancear a produção de espécies reativas de oxigênio com antioxidantes. As defesas 

antioxidantes celulares endógenas são principalmente as enzimáticas, incluindo superóxido 

dismutase, glutationa peroxidase, e catalase. Existem também as defesas não enzimáticas, 

entre elas a mais abundante é a glutationa (GSH), o tiol de baixo peso molecular mais 

abundante em células de mamíferos, que está presente na forma reduzida (GSH) e oxidada 

(GSSG) (KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004). 

 Os neurônios podem ser especialmente suscetíveis a condições pró-oxidantes por 

possuírem muitas mitocôndrias e um metabolismo basicamente aeróbico o que facilita a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) (MONROE e HALVORSEN, 2006). O 

estresse oxidativo afeta numerosos componentes celulares, à medida que oxida o DNA, 

lipídios, e proteínas, (STOHS e BAGCHI, 1995; KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004; 

ROCKWELL et al., 2004;), bem como altera a expressão de genes através da ativação de 
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vias de sinalização sensíveis as ERO. Todos estes mecanismos podem alterar a estrutura e 

função celular causando citotoxicidade (KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004; 

ROCKWELL et al., 2004).  

Cabe salientar que o aumento do estresse oxidativo é um achado proeminente em 

muitas desordens neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, doença de Parkinson e 

esclerose amiotrófica lateral (EAL) (FALNOGA et al., 2000; KLAUNIG e 

KAMENDULIS, 2004; ROCKWELL et al., 2004; MONROE e HALVORSEN, 2006; 

LOPEZ et al., 2006). 

 Um efeito importante do Cd2+, tanto in vivo quanto in vitro, é a geração de estresse 

oxidativo nas células (STOHS e BAGCHI, 1995; WANG et al., 2004). O Cd2+ é um metal 

de transição que, preferencialmente, mantêm-se em um estado oxidado 2+ e não é capaz de 

participar de reações redox clássicas como a reação de Fenton (STOHS e BAGCHI, 1995; 

WAALKES, 2003). Entretanto, o Cd2+ do mesmo modo que outros metais pesados, como o 

mercúrio, é capaz de gerar ERO através da inibição da cadeia de transporte de elétrons nas 

mitocôndrias (STOHS e BAGCHI, 1995; WAALKES, 2003).  

Outro aspecto que também tem sido mostrado é a capacidade de ligação do Cd2+ ao 

DNA, porém de uma maneira fraca, não sendo este, aparentemente, o mecanismo primário 

de sua ação citotóxica e carcinogênica (WAALKES, 2003). Apesar disso, ele é capaz de 

induzir diversos genes, incluindo: genes de expressão imediata, como c-fos e c-jun, bem 

como genes de metalotioneínas e de proteínas de choque térmico (HSPs) (WAISBERG et 

al., 2003). Além disso, o Cd2+ interfere na transdução de sinal intracelular em múltiplos 

níveis, alterando o metabolismo de segundos mensageiros, como da guanosina monofosfato 
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cíclico (GMPc) por inibição da fosfodiesterase,  ou aumentar os níveis de Ca2+ intracelular 

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

 

1.3 JUSTIFICATIVA 

 

O Cd2+ é um importante poluente ambiental e a exposição a este metal pesado pode 

causar importantes efeitos sobre o SNC. Sabe-se que as ações de metais podem ocorrer de 

forma sutil, alterando processos moleculares fundamentais que regulam a neuroplasticidade 

e o próprio desenvolvimento normal do SNC (COSTA et al., 2004). Apesar disso, poucos 

estudos têm sido direcionados para determinar as ações celulares e moleculares deste metal 

sobre este tecido (MONROE e HALVORSEN, 2006; LOPEZ et al., 2006). Os poucos 

estudos existentes utilizam principalmente cultura primária ou linhagens celulares 

(WATJEN et al., 2002; LOPEZ et al., 2006;). Nosso grupo tem utilizado o modelo de fatias 

hipocampais no estudo da ação molecular de metais pesados como o chumbo (CORDOVA 

et al., 2004). A importância deste modelo está na preservação da matrix extracelular, 

conectividade neural e inter-relação celular (neuroglial) do SNC, mostrando ser um modelo 

bastante apropriado para o estudo dos eventos agudos relacionados à citotoxicidade, 

respostas de estresse e a modulação dos diversos componentes das vias de transdução de 

sinal, especialmente proteínas cinases e fosfatases (RODNIGHT et al., 1988; LEAL eta al., 

1997; GONG et al., 2001; CORDOVA et al., 2004). O hipocampo tem sido o sistema 

experimental mais utilizado para estudos de plasticidade sináptica e permite que agentes, 

como os metais pesados, sejam rapidamente adicionados e/ou removidos do meio (NEVES 

et al., 2008). Estudos anteriores em nosso grupo indicam que o Cd2+ pode diminuir a 
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viabilidade de fatias hipocampais e ativar p38MAPK e ERK1/2 (CORDOVA, 2002). Apesar 

disso, não foi determinado o tipo de morte celular ocasionado pelo metal e sua relação com 

a ativação destas vias. Da mesma forma não foi determinado a modulação pelo Cd2+ de 

outras vias de sinalização importantes na regulação de viabilidade e de neuroplasticidade 

como JNK e PI3K/AKT. 
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22  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

  

2.1 OBJETIVO GERAL 

Este trabalho tem como objetivo geral investigar as ações in vitro do Cd2+ na 

modulação de vias de sinalização celular envolvidas em neuroplasticidade e 

morte/sobrevivência celular bem como caracterizar as ações do metal sobre a viabilidade 

celular e parâmetros anti e pró-oxidantes em fatias hipocampais de ratos jovens (13 - 14 

dias de idade). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar a ação do Cd2+ sobre a viabilidade e integridade celular em fatias 

hipocampais de ratos de 13-14 dias de idade, utilizando diferentes métodos de análise 

de viabilidade celular (MTT, LDH, iodeto de propídio); 

 Determinar os níveis totais de glutationa nas fatias hipocampais expostas in vitro ao 

Cd2+. 

 Determinar o efeito de compostos anti-oxidantes, como a glutationa e a glutationa 

monoetil ester, sobre a viabilidade celular de fatias hipocampais tratadas com Cd2+; 

 Caracterizar as ações do Cd2+, em fatias hipocampais de ratos jovens, sobre os níveis de 

fosforilação de MAPKs (ERK1/2, p38MAPK e JNK) bem como de fosforilação proteica 
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em resíduos de tirosina (parâmetro geral de fosfotirosina) e sobre a fosforilação de 

AKT; 

  Determinar o envolvimento das vias de sinalização dependentes de ERK1/2 e p38MAPK, 

na modulação da viabilidade pelo emprego de inibidores seletivos de proteínas cinases;  
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33  MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos imaturos (13-14 dias de idade) da linhagem Wistar 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais 

foram mantidos, com ciclo claro-escuro de 12 h e temperatura de 22 oC ± 1, no Biotério 

Central junto com as mães, recebendo água e comida ad libitum. Os animais foram 

encaminhados do biotério diretamente para o Laboratório, onde foram imediatamente 

manipulados e sacrificados de acordo com o código de ética de utilização de animais para 

pesquisa, conforme protocolo aprovado na CEUA (054/CEUA; Processo No. 

23080.015493/2006-39). 

 

3.2 MATERIAIS 

  

Os anticorpos anti-fosfo-p38MAPK (diluição 1:1.000), anti-fosfo-JNK1/2 (diluição 

1:1.000) foram comprados da Calbiochem®. SB203580, SB202474, PD98059, anticorpo 

anti-p38MAPK-total (diluição 1:10.000), anti-fosfo-ERK1/2 (diluição 1:10.000) e anti-

ERK1/2-total (diluição 1:40.000), Reagente de Folin, Glicose e MTT foram obtidos da 

Sigma®. O anticorpo anti-fosfoSERINA-473-AKT e anti-AKT-total foram comprados da Cell 

Signaling Techology®. O cloreto de cádmio, iodeto de propídio, cloreto de cálcio, 

hidróxido de sódio, sulfato de magnésio foram obtidos da MERK®. HEPES, albumina 
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sérica bovina (BSA), Tris, Triton X-100, MTT, β-mercaptoetanol, SDS, acrilamida, bis-

acrilamida, nitrocelulose Hybond® (ECL), anticorpos secundários (diluição 1:4.000) (anti-

IgG de coelho e camundongo) conjugados à peroxidase, kit ECL, TEMED e glicina foram 

obtidos da Amersham Pharmacia Biotech®. O ácido acético, metanol, EDTA e cloreto de 

sódio foram obtidos da Nuclear®. 

 

3.3 PREPARO DE FATIAS HIPOCAMPAIS 

 

Os animais foram mortos por decapitação utilizando uma tesoura e os cérebros 

retirados a 4 oC sobre uma placa de Petri invertida, recoberta com papel filtro umedecido 

com tampão Hepes-Salina (124 mM de NaCl, 4 mM de KCl, 1,2 mM de MgSO4, 25 mM de 

Hepes, 12 mM de glicose e 1 mM de CaCl2, pH 7,4) previamente oxigenado por 30 min. Os 

hipocampos foram dissecados e a seguir fatiados, na espessura de 400 μm, utilizando um 

fatiador de tecidos de McIlwain. Então, as fatias foram transferidas para um recipiente com 

fundo escuro contendo tampão Hepes-salina refrigerado, onde foram separadas e 

selecionadas com o auxílio de pincéis. As fatias selecionadas foram então submetidas 

individualmente aos diferentes tratamentos em poços de placas de elisa.  

 

3.4 TRATAMENTO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS 

 

As fatias foram pré-incubadas por um período de 30 min com tampão Hepes-Salina. 

A seguir o tampão foi removido e substituído com tampão controle ou contendo Cd2+
 (5–
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200 μM) por período de incubação de 1-3 h. A modulação das vias de p38MAPK e ERK1/2 e 

seus papéis nos efeitos do Cd2+ foram estudados adicionando SB203580 (um inibidor 

seletivo de p38MAPK) ou SB202474 (análogo inativo) e PD98059 (inibidor seletivo de 

MEK) durante o período de pré-incubação e incubação. O efeito da GSH na modulação da 

viabilidade celular foi analisado pela adição da forma permeável (GSH-monoetilester) 

durante apenas os 30 min de pré-incubação e da GSH não permeável (GSH) apenas durante 

o período de tratamento (3 h). 

 

3.5 VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade celular foi avaliada por três parâmetros diferentes: avaliação da 

atividade de desidrogenases mitocondriais (medida de redução do MTT), dosagem da 

atividade da enzima citosólica lactato desidrogenase liberada pela fatia, e através da medida 

de incorporação celular do iodeto de propídio. 

 

3.5.1 Avaliação da Redução do MTT 

 

Após os respectivos tratamentos com cádmio, as fatias hipocampais foram 

incubadas com MTT (0,5 mg/mL em tampão Hepes-salina) por 30 min a 37 oC. O MTT 

(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) é um sal de tetrazólio solúvel 

em água, o qual é convertido em um formazam púrpura após clivagem do anel de tetrazólio 

por desidrogenases mitocondriais (LIU et al., 1997). O formazam é solubilizado com a 
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adição de dimetil sulfóxido (DMSO) formando um composto colorido cuja densidade 

óptica é medida em leitor de ELISA (λ = 540 nm). A atividade mitocondrial (viabilidade 

celular) é proporcional à capacidade redutora sobre o MTT e, portanto, produção de 

cromógeno. 

 

3.5.2 Avaliação de Lactato Desidrogenase liberado (LDH) 

 

A avaliação de LDH é uma medida baseada na liberação da enzima lactato 

desidrogenase no meio extracelular, pela perda de integridade da membrana celular e foi 

realizada com o uso de kit colorimétrico DOLES®. Após o tratamento das fatias, o 

sobrenadante foi coletado e sobre a fatia foi adicionado o mesmo volume de Triton 10% 

para completa dissolução da mesma. A LDH foi determinada no sobrenadante, que 

representou a quantidade de LDH liberado, e no lisado celular, que representou a 

quantidade de LDH restante nas fatias. A dosagem é baseada na conversão do lactato em 

piruvato, pela presença da enzima LDH, com redução de NAD. A formação de NADH foi 

verificada através de um método colorimétrico, onde a absorbância foi lida em 

espectrofotômetro (λ = 510 nm), sendo que a cor era estável por 30 min. A liberação de 

LDH para o sobrenadante foi expressa como percentual do total. 

 

3.5.3 Incorporação de Iodeto de Propídio (IP) 

A avaliação da morte celular pela incorporação de IP é baseada no fato deste corante 

ser um corante vital, ou seja, impermeável em células cuja membrana celular encontra-se 
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intacta. Entretanto, quando a integridade da membrana está comprometida, o IP consegue 

acessar o núcleo e se complexar ao DNA que se torna fluorescente (BRANA et al., 2002). 

O IP, na concentração de 5 μM, foi adicionado às fatias hipocampais nos últimos 15 min de 

tratamento com o Cd2+. As fotos foram obtidas em microscópio de fluorescência utilizando 

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

 

3.6 MENSURAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLUTATIONA TOTAL (GSHTOTAL) 

 

Após a incubação de 3 h, cinco fatias de um mesmo tratamento foram 

homogeneizadas em 500 μL de tampão fosfato de potássio (TFK) 20 mM (pH 7,0). Do 

homogenato foram retirados 10 μL para a dosagem de proteína. A seguir, foi adicionado 

100 μL de ácido tricloroacético 50% sobre o homogenato e a amostra foi centrifugada por 2 

min a 13.000 rpm. Então, 500 μL do sobrenadante foi misturado com 500 μL de TFK 1 M, 

para assim promover a neutralização da amostra. 

O método utilizado é enzimático e foi originalmente descrito por Tietze (1969), e 

posteriormente modificado por Akerboom e Sies (1981). Este método é cíclico e detecta 

tanto GSSG como GSH, definido como glutationa total (GSHTOTAL). As leituras foram 

feitas em espectrofotômetro a 412 nm, contendo fosfato de potássio 0,1 M (pH 7,0), 0,2 

U/mL de GR, 0,1 mM DTNB, 1 mM EDTA e 0,2 mM NADPH. A concentração de 

glutationa foi obtida através da realização de uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de GSSG. Os valores são expressos em μmol/mg de proteína. 
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3.7 SEPARAÇÃO DE PROTEÍNAS  

 

As fatias hipocampais foram colocadas individualmente em tampão de amostra (4% 

SDS, 50 mM de Tris, 2 mM de EDTA e 8% de β-mercaptoetanol, pH 6,8) e aquecidas por 

5 min para permitir a solubilização do tecido. Foi utilizado 100 μL de tampão de amostra 

por fatia. Em seguida foi adicionada a solução de diluição de amostra (40% de glicerol, 50 

mM de Tris e Bromofenol Blue; pH 6,8) numa proporção de diluição/solução de amostra de 

25:100 (v/v).   

As proteínas (70 μg/poço) foram separadas pelo sistema de eletroforese em mini-gel 

Amersham Pharmacia Biotech®, utilizando gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-

PAGE) sendo o gel de separação 10% [10% de Acrilamida/Bis-acrilamida (37,5:1 p/p), 375 

mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,06% de TEMED e 0,036% de persulfato de amônia; pH 8,8] e 

o gel de entrada 4% [4% de Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1 p/p), 125 mM de Tris, 0,1% 

de SDS, 0,05% de TEMED e 0,1% de persulfato de amônia; pH 6,8] (Cordova et al., 2004; 

Leal et al., 2002). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 20 mA por placa e 

voltagem máxima de 140 V durante aproximadamente três horas de corrida, em 

temperatura ambiente, utilizando tampão superior (190 mM de glicina, 25 mM de Tris e 

0,1% de SDS) e inferior (50 mM de Tris; pH 8,3). Após a corrida, os géis foram 

submetidos à eletrotransferência (Figura 3). 
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3.8 ELETROTRANSFERÊNCIA 

 

Após a eletroforese o gel foi equilibrado com tampão de equilibração (25 mM de 

Tris, 190 mM de glicina, 5% de metanol e 0,1% de SDS) por 30 min. As proteínas foram 

transferidas do gel para a membrana de nitrocelulose AMERSHAM® utilizando o sistema 

semi-dry modelo TE70 com tampão de transferência (25 mM de Tris, 190 mM de glicina, 

5% de metanol) com uma corrente de 1,2 mA/cm2 durante 1,5 h (Figura 3). Após a 

eletrotransferência, para controle da eficiência do processo de transferência os géis foram 

corados com solução de Comassie Blue [Comassie blue R-250 0,1% (p/v), metanol 50% 

(v/v), ácido acético 7% (v/v)]. As membranas foram coradas com solução de Ponceau 

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

EletrotransferênciaEletroforese  
 

Figura 3. Ilustração representativa dos sistemas de eletroforese e eletrotransferência. 
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3.9 IMUNODETECÇÃO 

 

As proteínas de interesse foram identificadas e quantificadas através de 

immunoblotting (LEAL et al., 2002; CORDOVA et al., 2004). Foram utilizados anticorpos 

específicos contra a proteína total (para avaliar conteúdo) e também contra as formas 

fosforiladas de AKT, p38MAPK, ERK1/2 e JNK. A detecção foi realizada utilizando 

anticorpos secundários ligados a peroxidase (Anti-coelho ou anti-camundongo IgG-HRP-

conjugada). A revelação dos imunoblottings foi realizada através de ECL. 
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Figura 4. Ilustração representativa do sistema de imunodetecção, através de 
quimioluminescência, de um polipeptídio utilizando anticorpo específico. 
 

 



39 

3.10 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

 

As proteínas foram dosadas através do método de Peterson (1977). A leitura foi 

realizada em 750 nm e as concentrações foram obtidas através de uma curva-padrão 

utilizando albumina de soro bovino (BSA). 

 

 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados estão representados como a média ± erro padrão da média (EPM). Os 

níveis de fosforliação de proteína foram acessados pela quantificação das bandas através do 

software Scion Image®. As diferenças significativas foram obtidas através de ANOVA de 

uma ou duas vias, seguida do teste de Duncan, quando pertinente. Os resultados foram 

considerados significativos quando p< 0,05. 
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44  RREESSUULLTTAADDOOSS 

 

4.1 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR DE FATIAS HIPOCAMPAIS DE RATOS 

IMATUROS SUBMETIDAS A DIFERENTES TEMPOS DE INCUBAÇÃO E 

CONCENTRAÇÕES DE CÁDMIO 

 

4.1.1 Avaliação da redução do MTT 

   As fatias de ratos imaturos (13-14 dias) foram incubadas com Cd2+ em 

concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200 μM por períodos de 1, 2 e 3 h. Para controle as fatias 

foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A viabilidade celular, capacidade 

redutora sobre o MTT, foi expressa em percentagem do controle (considerado 100%). Os 

resultados demonstraram que o tratamento com Cd2+ diminuiu a viabilidade celular em 

fatias hipocampais. Após 1 h de incubação (Figura 5A), a viabilidade foi diminuída em 

aproximadamente 20% na concentração de 50 μM de Cd2+ e em 25% nas concentrações de 

100 μM e 200 μM. Após 2 h de incubação com o Cd2+, as concentrações de 10 μM, 50 μM, 

100 μM e 200 μM provocaram uma redução na viabilidade celular de aproximadamente 

10%, 20%, 25% e 50%, respectivamente (Figura 5B). Após 3 h de incubação, a redução na 

viabilidade celular medida pelo MTT passou a ser evidenciada na concentração de 5 μM, 

com uma redução de 10%, semelhante à concentração de 10 μM, neste período. Entretanto, 

nas concentrações 50 μM, 100 μM e 200 μM este declínio foi acentuado, de 

aproximadamente 30%, 35% e 55% respectivamente (Figura 5C). 
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Figura 5. Efeito do Cd sobre a redução do MTT em fatias de hipocampo de ratos 
imaturos. 

2+ 

Fatias de hipocampo foram pré-incubada por 30 min com tampão HEPES-salina, 
seguido de incubação com tampão HEPES (controle) ou tampão contendo Cd  (5-200 μM) 
por períodos de 1 h (A), 2 h (B) e 3 h (C). Os valores estão expressos como percentagem do 
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os resultados representam as médias ± 
E.P.M. dos experimentos. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via 
seguida pelo teste de Duncan. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado com o 
grupo controle

2+

. 
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4.1.2 Avaliação da liberação de LDH 

 

 A liberação de LDH é um parâmetro que demonstra uma permeabilização na 

membrana celular, com perda de conteúdo citosólico. Para avaliar esta liberação, fatias de 

ratos imaturos foram incubadas com Cd2+ em concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200 μM por 

um período de 3 h. Para controle as fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-

salina. O tratamento com o metal não alterou a quantidade de LDH liberada pelas fatias 

hipocampais (figura 6). 
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Figura 6. Efeito do Cd  sobre a liberação de LDH em fatias de hipocampo de ratos 
imaturos. 

2+

Fatias de hipocampo foram pré-incubada por 30 min com tampão HEPES-salina, 
seguido de incubação com tampão HEPES (controle) ou tampão contendo Cd  (5-200 μM) 
por 3 h. Os resultados representam percentagem do total de LDH. Os valores representam 
as médias das percentagens ± E.P.M. de 5 experimentos.  

2+
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4.1.3 Avaliação da incorporação de Iodeto de Propídio (IP) 

 

 O IP é uma substância capaz de se complexar ao DNA, entretanto ele só consegue 

acessar o núcleo quando as células apresentam suas membranas plasmáticas 

permeabilizadas. Para demonstrar, por outra metodologia, a possível permeabilização da 

membrana celular pela exposição ao metal. AS fatias hipocampais de ratos jovens foram 

tratadas com Cd2+ 200 μM ou tampão HEPES-salina (controle), por 3 h. As fatias tratadas 

apresentaram um mesmo padrão de incorporação de IP que as fatias controles, 

corroborando assim com os resultados encontrados para a liberação da LDH neste mesmo 

protocolo de 3 h de incubação, indicando que a integridade da membrana celular foi 

preservada. 

 

 
Figura 7. Efeito do Cd  na incorporação de IP por fatias hipocampais de ratos 
imaturos.

2+

 O IP, na concentração de 5 μM, foi adicionado as fatias nos 15 min finais do 
tratamento de 3 h com tampão HEPES-salina (controle) ou com Cd (200 μM). Fotos 
foram obtidas com microscópio de fluorescência utilizando filtro de rodamina (488 nm/515 
nm) logo após o termino do tratamento. Imagem representativa de 3 experimentos. 

2+ 
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4.2 AVALIAÇÃO DA AÇÃO DA GLUTATIONA SOBRE A VIABILIDADE CELULAR EM 

FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CÁDMIO 

 

 As fatias hipocampais de ratos imaturos foram mantidas em tampão HEPES-salina 

(controle) ou tampão contendo Cd2+ 200 μM na presença ou ausência de concentrações 

crescentes de GSH (1-3 mM), por 3 h. A presença de GSH (1-3 mM) reverteu parcialmente 

(aproximadamente 20%) a queda de viabilidade celular induzida pelo metal (Figura 8). A 

GSH isoladamente não alterou a viabilidade das fatias hipocampais. 
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Figura 8. Ação da GSH sobre o efeito do Cd  na redução do MTT em fatias de 
hipocampo de ratos imaturos.

2+

 As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min 
com tampão HEPES seguida de 3 h de incubação com Tampão Hepes-salina (controle) na 
presença ou ausência das diferentes concentrações de GSH (1-3 mM) e na presença ou 
ausência de Cd  200 μM. Os valores estão expressos como percentagens relativas ao 
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os resultados representam as médias ± 
E.P.M. de 4 experimentos. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via 
seguida pelo teste de Duncan. ***P<0,001 quando comparado com o grupo controle; a 
P<0,01 e b P<0,001 quando comparado com o grupo Cd . 

2+

2+
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4.3 AVALIAÇÃO DA AÇÃO DA GLUTATIONA-MONOETILESTER (GSH-ME) SOBRE A 

VIABILIDADE CELULAR EM FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CÁDMIO 

 

 As fatias hipocampais de ratos imaturos foram pré-incubadas por 30 min com 

concentrações crescentes de GSH-me (1-3 mM), forma permeável da glutationa, ou apenas 

tampão HEPES-salina (controle). Após esta pré-incubação, as fatias foram submetidas ao 

tratamento com Cd2+ 200 μM ou tampão HEPES-salina (controle), por 3 h. Apesar da pré-

incubação com GSH-me (2-3 mM) ser suficiente para triplicar o conteúdo total de GSH 

intracelular (Figura 9A), este pré-tratamento não foi capaz de prevenir o efeito citotóxico 

induzido pelo Cd2+ (Figura9B). 
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Figura 9. Ação da GSH-me sobre o efeito do Cd  na redução do MTT em fatias de 
ratos imaturos.

2+

 (A) Dosagem do conteúdo total de GSH após pré-incubação de 30 min 
com GSH-me. (B) As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com GSH-me 
(1-3 mM) ou Tampão HEPES-salina, seguida por incubação de 3 h com tampão HEPES 
(controle) e/ou Cd  200 μM. Os valores estão expressos como percentagens relativas ao 
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as médias ± E.P.M. 
de 3 experimentos A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo 
teste de Duncan. ***P<0,001 quando comparado com o grupo controle. 

2+
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4.4 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS TOTAIS DE GLUTATIONA (GSHTOTAL) DAS FATIAS 

HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CÁDMIO 

 

Como o pré-tratamento com a GSH-me não foi capaz de reverter os efeitos 

citotóxicos do Cd2+, optou-se por determinar os níveis de glutationa total (GSHtotal) após o 

tratamento com metal. As fatias hipocampais foram tratadas por 3 h com concentrações 

crescentes de Cd2+ (5, 10, 50, 100 e 200 μM). Os resultados mostraram que o tratamento 

com metal não causa alterações significativas nos níveis de GSHtotal das fatias hipocampais 

de ratos imaturos (Figura 10). 
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Figura 10. Efeito do Cd sobre os níveis totais de glutationa (GSH ) em fatias de 
ratos imaturos.

2+ 
Total

 As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com Tampão 
HEPES-salina, seguida por incubação de 3 h com tampão HEPES (controle) e/ou Cd  (5-
200 μM). O conteúdo de GSH é expresso em nmol de GSH/mg de proteína. Os valores 
representam as médias ± E.P.M. de 3 experimentos.  

2+
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4.5 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE FOSFORILAÇÃO DE RESÍDUOS DE TIROSINA DAS 

FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CÁDMIO 

 

Nós examinamos o conteúdo total de fosforilação protéica em resíduos de tirosina, 

como um parâmetro geral da modulação da sinalização celular dependente da fosforilação 

de tirosina. As fatias hipocampais de ratos de 14 dias de idade (PN14) foram tratadas por 3 

h com Cd2+ (5-200 μM).  O tratamento aumentou significativamente os níveis de 

fosforilação geral dos resíduos de tirosina das proteínas em cerca de 10% nas concentrações 

de 100 μM e 200 μM (Figura 11 A e B), quando comparadas com o controle HEPES-

salina. 
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Figura 11. Efeito do Cd  sobre a fosforilação protéica em resíduos de tirosina em 
fatias de hipocampo de ratos imaturos incubadas por 3 h. 

2+

Fatias hipocampais foram 
pré-incubadas com tampão HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em 
tampão HEPES-salina por 3 h na ausência (controle) ou presença de Cd  (5-200 μM). A 
fosforilação dos resíduos de tirosina foram detectados e as reações foram desenvolvidas por 
ECL. (A) Western blot representativo dos níveis geraís de fosforilação em resíduos de 
tirosina após 3 h de exposição ao Cd . (B) Quantificação da fosforilação protéica geral 
sobre resíduos de tirosina. A fosforilação foi quantificada por análise densitométrica do 
conjunto de bandas imunoreativas. Os dados estão expressos como percentagem do 
controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as médias ± E.P.M. 
de 5 experimentos. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo 
teste de Duncan. *P<0,05 quando comparado com o grupo controle. 

2+

2+
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 4.6 DETERMINAÇÃO DA MODULAÇÃO DAS MAPKS PELO CÁDMIO 
 

Fatias hipocampais de ratos imaturos PN14 foram pré-incubadas por 30 min com 

tampão HEPES-salina, seguida por incubação de 3 h no mesmo tampão em ausência 

(controle) ou presença de Cd2+ (5-200 μM).  

O tratamento com Cd2+ aumentou significativamente o nível de fosforilação de 

p38MAPK em todas as concentrações utilizadas (Figura 12 A e B). O mesmo tratamento 

aumentou significativamente a fosforilação da ERK1 em torno de 120% e 130% nas 

concetrações 100 μM e 200 μM, respectivamente e de ERK2 em aproximadamente 160% 

pelo tratamento com Cd2+ 200 μM (Figura 13 A e B). Apesar destes efeitos sobre p38MAPK 

e ERK1/2 não foi observado alteração nos níveis de fosforilação de JNK1/2 (Figura 14 A e 

B). 
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Figura 12. Efeito do Cd  sobre a fosforilação de p38  em fatias de hipocampo de 
ratos imaturos incubadas por 3 h.

2+ MAPK

 Fatias hipocampais foram pré-incubadas com tampão 
HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampão HEPES-salina por 3 h 
na ausência (controle) ou presença de Cd  (5-200 μM). A fosforilação e o conteúdo total 
de p38  foram detectados por Western blotting. (A) Western blot representativo da 
estimulação da fosforilação da p38  após 3 h de exposição ao Cd . (B) Quantificação 
da fosforilação da p38  após 3 h de incubação com Cd . A fosforilação foi quantificada 
por análise densitométrica das bandas imunoreativas. Os dados estão expressos como 
percentagem do controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as 
médias ± E.P.M. de 7 experimentos. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma 
via seguida pelo teste de Duncan. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado com o grupo 
controle. 
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Figura 13. Efeito do Cd  sobre a fosforilação de ERK1/2 em fatias de hipocampo de 
ratos imaturos incubadas por 3 h. 

2+

Fatias hipocampais foram pré-incubadas com tampão 
HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampão HEPES-salina por 3 h 
na ausência (controle) ou presença de Cd  (5-200 μM).  A fosforilação e o conteúdo total 
de ERK1/2 foram detectados por Western blotting. (A) Western blot representativo da 
estimulação da fosforilação de ERK1/2 após 3 h de exposição ao Cd . (B) Quantificação 
da fosforilação da ERK1/2 após 3 h de incubação com Cd . A fosforilação foi quantificada 
por análise densitométrica das bandas imunoreativas. Os dados estão expressos como 
percentagem do controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as 
médias ± E.P.M. de 6-10 experimentos. A análise estatística foi realizada por ANOVA de 
uma via seguida pelo teste de Duncan. *P<0,05 e **P<0,01 quando comparado com o 
grupo controle. 
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Figura 14. Efeito do Cd sobre a fosforilação de JNK1/2 em fatias de hipocampo de 
ratos imaturos incubadas por 3 h. 

2+ 

Fatias hipocampais foram pré-incubadas com tampão 
HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampão HEPES-salina por 3 h 
na ausência (controle) ou presença de Cd  (5-200 μM). A fosforilação e o conteúdo total 
de JNK1/2 foram detectados por Western blotting. (A) Western blot representativo da 
estimulação da fosforilação da JNK1/2 após 3 h de exposição ao Cd . (B) Quantificação da 
fosforilação da JNK1/2 após 3 h de incubação com Cd . A fosforilação foi quantificada 
por análise densitométrica das bandas imunoreativas. Os dados estão expressos como 
percentagem do controle (considerado 100%; linha tracejada). Os valores representam as 
médias ± E.P.M. de 6-10 experimentos.
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4.7 INVESTIGAÇÃO DA MODULAÇÃO DA FOSFORILAÇÃO DA AKT/PKB PELO 

CÁDMIO 

Fatias hipocampais de ratos imaturos foram pré-incubadas por 30 min com tampão 

HEPES-salina, seguida por incubação de 3 h com o mesmo meio em ausência (controle) ou 

presença de Cd2+ (5-200 μM) ou tampão HEPES-salina (controle). Os resultados 

demonstraram que o Cd2+ não foi capaz de modular a fosforilação da AKT/PKB na faixa de 

concentração testada (Figura 15). 
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Figura 15. Efeito do Cd  sobre a fosforilação de AKT/PKB em fatias de hipocampo 
de ratos imaturos incubadas por 3 h.

2+

 Fatias hipocampais foram pré-incubadas com 
tampão HEPES-salina por 30 min. Em seguida foram incubadas em tampão HEPES-salina 
por 3 h na ausência (controle) ou presença de Cd  (5-200 μM).  A fosforilação (sobre 
Serina-473) e o conteúdo total de AKT/PKB foram detectados por Western blotting.. (A) 
Western blotting representativo da estimulação da fosforilação da AKT/PKB após 3 h de 
exposição ao Cd . (B) Quantificação da fosforilação da AKT/PKB após 3 h de incubação 
com Cd . A fosforilação foi quantificada por análise densitométrica das bandas 
imunoreativas. Os dados estão expressos como percentagem do controle (considerado 
100%; linha tracejada). Os valores representam as médias ± E.P.M. de 4 experimentos.  
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4.8 AVALIAÇÃO DA AÇÃO DE PD98059 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR EM 

FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CÁDMIO 

 Para investigar o envolvimento da ativação de ERK1/2 pelo Cd2+ e a redução da 

viabilidade celular (medida pelo MTT) das fatias hipocampais, foi utilizado o PD98059, 

inibidor seletivo de MEK, a proteína cinase que fosforila especificamente ERK1/2. 

Fatias hipocampais de ratos imaturos foram pré-incubadas por 30 min com 

PD98059 (50 μM), seguida por incubação durante 3 h na ausência ou presença de Cd2+ 

(100 μM e 200 μM) e presença ou ausência de PD98059 (50 μM). Para controle, as fatias 

foram mantidas em tampão HEPES-salina por 3 h. 

 Estes resultados evidenciam que o PD98059 (50 μM) é capaz de inibir a 

fosforilação da ERK1/2 Cd2+-estimulada (Figura 16A). Entretanto, não foi capaz de 

modificar o efeito neurotóxico agudo (medida pelo teste do MTT) provocado pelo Cd2+ 100 

μM e 200 μM (3h), sugerindo um não envolvimento de ERK1/2 neste efeito em particular 

(Figura 16B). 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

*** ***
*** ***

Cd2+μM
0 200100

(-)PD98059
(+)PD98059

PD

Cd2+ + +-
- 50

p-ERK1

t-ERK1
t-ERK2

p-ERK2

(A)

(B)

-
Vi

ab
ili

da
de

 (%
 d

o 
co

nt
ro

le
)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efeito do PD98059 sobre a viabilidade celular e a fosforilação de ERK1/2 
de fatias hipocampais de ratos imaturos tratadas com Cd  por 3 h.2+  (A) Western 
Blotting representativo mostrando a inibição, pelo inibidor de MEK (PD98059), da 
fosforilação de ERK1/2 induzida pelo Cd . As fatias hipocampais foram pré-incubada por 
30 min com tampão HEPES ou PD98059 (50 μM), com posterior incubação por 3 h na 
presença ou ausência de PD98059 (50 μM) e na presença ou ausência de Cd  (200 μM) 
(n=3). (B) Ação do PD98059 sobre os efeitos do Cd na redução do MTT. As fatias de 
hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com tampão HEPES-salina na ausência 
(controle) ou presença do PD98059 (50 μM). A seguir foram incubadas por 3 horas na 
presença ou ausência de Cd  100 μM e 200 μM e na presença ou ausência de PD98059 (50 
μM). Os valores estão expressos como percentagens relativas ao controle (considerado 
100%; linha tracejada). Os valores representam as médias ± E.P.M. de 3 experimentos A 
análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan 
***P<0,001 quando comparado com o grupo controle. 
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4.9 AVALIAÇÃO DA AÇÃO DO SB203580 E DO SB202474 SOBRE A VIABILIDADE 

CELULAR EM FATIAS HIPOCAMPAIS EXPOSTAS AO CÁDMIO 

A fim de investigar uma possível correlação entre os efeitos do Cd2+ na viabilidade 

celular (medida pelo MTT) e a ativação de p38MAPK, as fatias hipocampais de ratos 

imaturos foram pré-incubadas por 30 min com SB203580 (10 μM; inibidor seletivo de 

p38MAPK) ou SB202474 (10 μM; análogo inativo do SB203580), seguido pelo tratamento 

de 3 h com o Cd2+ (5-200 μM). Para controle, as fatias foram mantidas em tampão HEPES-

salina e somente o inibidor, sem o tratamento com o metal. 

Os resultados indicaram que o SB203580, mas não o SB202474, foi efetivo em 

inibir a fosforilação de p38MAPK em fatias hipocampais de ratos imaturos (Figura 17A). 

Adicionalmente, foi demonstrado que o SB203580 tornou as fatias hipocampais mais 

suscetíveis a citotoxicidade induzida pelo Cd2+, enquanto que o seu análogo inativo 

(SB202474) não foi capaz de promover este mesmo efeito sobre as fatias (Figura 17B). 

Estes resultados sugerem que neste modelo de injúria, a p38MAPK estaria exercendo um 

possível papel citoprotetor frente à ação do Cd2+ sobre a viabilidade das fatias hipocampais. 
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Figura 17. Efeito do SB203580 sobre a viabilidade celular e a fosforilação da p38  
em fatias hipocampais de ratos imaturos tratadas com Cd  por 3 h.

MAPK

2+  (A) Western Blot 
representativo da inibição da fosforilação induzida pelo Cd  da p38  pelo seu inibidor 
específico, SB203580. As fatias hipocampais foram pré-incubadas por 30 min com tampão 
ou tampão contendo SB202474 ou SB203580 (10 μM), com posterior incubação por 3 h na 
presença ou ausência de SB202474 ou SB203580 (10 μM) e na presença ou ausência de 
Cd  (200 μM) (n=3). (B) Ação do SB203580 sobre os efeitos do Cd  na redução do MTT. 
As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 30 min com tampão HEPES-salina na 
ausência (controle) ou presença de SB202474 ou SB203580 (10 μM). A seguir foram co-
incubadas por 3 h na presença ou ausência de Cd  (5-200 μM). Os valores estão expressos 
como percentagens relativas ao controle (considerado 100%). Os valores representam as 
médias ± E.P.M. de 6-10 experimentos. A análise estatística foi realizada por ANOVA de 
duas vias seguida pelo teste de Duncan. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparados entre 
si. 

2+ MAPK

2+ 2+

2+



60 

55  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO 
  

 

O sistema nervoso central em desenvolvimento é mais vulnerável a substâncias 

tóxicas, devido à ausência de uma barreira hemato-encefálica funcional e a intensa 

proliferação celular, diferenciação e sinaptogênese que ocorre durante a gestação e no 

período pós-natal em mamíferos (CHANDRA et al., 1985; GOYER, 1990; MOREIRA et 

al., 2001; GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006). Além disso, muito dos efeitos destes 

insultos tóxicos, durante estes períodos críticos do desenvolvimento, podem se manifestar 

apenas na vida adulta (BASHA et al., 2005; GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006).  

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi determinar as ações do Cd2+ no 

hipocampo, em um estágio específico de desenvolvimento (PN14) que é bastante 

vulnerável ao efeito de substâncias neurotóxicas (COSTA et al., 2004; NEVES et al., 

2008). Neste sentido foi avaliado a fosforilação das MAPKs e AKT, bem como viabilidade 

celular como parâmetros de neurotoxicidade.  

O modelo de fatias hipocampais tem sido muito utilizado em estudos de 

eletrofisiologia e neuroquímica, reproduzem bem diversos aspectos do tecido cerebral 

intacto, incluindo metabolismo, presença e composição da matrix extracelular, 

conectividade neural e inter-relação celular (neuro-glial). Além disso, a atividade dos 

sistemas de fosforilação de proteínas, incluindo os alvos protéicos e a atividade de enzimas 

cinases e fosfatases encontram-se bem preservados e respondendo ativamente a diversos 

agentes neuromoduladores (RODNIGHT et al., 1988; LEAL et al., 1997; GONG et al., 

2001; XIAO et al., 2006; NEVES et al., 2008). 
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Os resultados demonstraram que o tratamento in vitro com o Cd2+ foi capaz de 

reduzir a viabilidade em fatias de hipocampo de ratos imaturos. Entretanto, esta redução na 

viabilidade não foi acompanhada por uma permeabilização da membrana celular, tendo em 

vista que o conteúdo total de LDH liberado pelas fatias não foi alterado. Corroborando com 

este achado, os níveis de incorporação de IP também não foram alterados pela exposição ao 

metal. Sendo assim, estes resultados indicam que em fatias hipocampais de ratos imaturos, 

o Cd2+ possui um rápido efeito intracelular mitocondrial (evidenciado pelo método do 

MTT), o qual não foi acompanhado de dano à membrana celular. Nossos resultados estão 

de acordo com dados prévios da literatura que demonstram que estes métodos possuem 

diferentes perfis de tempo (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006). Fotakis e Timbrell (2006) 

demonstraram que o método do MTT é mais sensível para detectar uma toxicidade precoce 

do Cd2+ quando comparado com o método de dosagem de LDH, que é apenas capaz de 

revelar toxicidade após longos períodos de incubação. 

Durante o período de mielinização e sinaptogênese, que ocorre em torno do 10º ao 

14º dia após o nascimento, há um aumento na geração de espécies reativas de oxigênio 

(KHAN e BLACK, 2003). Neurônios são especialmente susceptíveis a condições pró-

oxidantes por possuírem muitas mitocôndrias e um metabolismo basicamente aeróbico o 

que facilita a geração de ERO (MONROE e HALVORSEN, 2006). O Cd2+ possui uma 

capacidade proeminente in vivo e in vitro de gerar estresse oxidativo em diferentes tipos 

celulares, incluindo neurônios (STOHS e BAGCHI, 1995; WANG et al., 2004; LOPEZ et 

al., 2006; POLIANDRI et al., 2006). Mesmo não sendo capaz de participar de reações 

redox clássicas como a reação de Fenton (STOHS e BAGCHI, 1995; WAALKES, 2003;) o 

Cd2+ é capaz de gerar espécies reativas de oxigênio (ERO) através da inibição seletiva da 



62 

cadeia de transporte de elétrons nas mitocôndrias (STOHS e BAGCHI, 1995; WAALKES, 

2003; LOPEZ et al., 2006; POLIANDRI et al., 2006). Desta forma, nossos achados em 

conjunto sugerem a mitocôndria como um possível alvo da citotoxicidade aguda desse 

metal.  

O tratamento com Cd2+ não foi capaz de alterar significativamente os níveis totais 

de GSH. Além disso, um aumento na capacidade anti-oxidante das fatias proporcionando 

por um aumento significativo na quantidade de GSH, promovido pela pré-incubação das 

fatias hipocampais com a forma permeável da glutationa (GSH-monoetilester), não foi 

capaz de reverter os efeitos citotóxicos do Cd2+. Enquanto que a co-incubação com o 

tripeptídeo γ-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (glutationa; GSH) foi capaz de reverter 

parcialmente os efeitos do metal sobre a viabilidade das fatias hipocampais de ratos 

imaturos. Estes dados corroboram com a possibilidade, já bem demonstrada em outros 

trabalhos, de que o Cd2+ esteja sendo quelado pela GSH, reduzindo a concentração de metal 

livre e diminuindo assim sua toxicidade (PERRIN e WATT, 1971; JUMARIE et al., 2001; 

LEVERRIER et al., 2007). 

O tratamento com o Cd2+ por 3 horas, também foi capaz de aumentar, de uma forma 

geral, a fosforilação protéica sobre resíduos de tirosina. Sabe-se que a fosforilação em 

resíduos de tirosina representa um papel importante na transdução de sinal, regulação do 

ciclo celular, proliferação celular e diferenciação (SUN e TONKS, 1994; GOZIN et al., 

1998; HUNTER, 1998). Sendo assim, uma desregulação nos níveis de fosforilação destes 

resíduos, principalmente um aumento, estão diretamente ligados a uma sinalização celular 

aberrante, crescimento descontrolado em cultura, e desenvolvimento de câncer in vivo 
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(SUN e TONKS, 1994; HUNTER, 1998, LEONARD et al., 2004). Neste sentido, deve ser 

lembrado que existe uma grande diversidade de tirosinas cinases incluindo receptores para 

fatores neurotróficos e citocinas, bem como tirosinas cinases solúveis que de uma forma 

geral podem se autofosforilar, além de participarem de cascatas que conduzem a 

fosforilação de diversos substratos (LAU e HUGANIR, 2006). Deve ser ainda salientado 

que alguns metais e/ou o próprio estresse oxidativo podem inativar tirosinas fosfatases, o 

que poderia corroborar com um aumento nos níveis de fosfotirosina sobre uma diversidade 

de proteínas (DENU e TANNER, 1998). 

O Cd2+ (5-200 μM) foi também capaz de ativar especificamente p38MAPK e ERK1/2, 

sem alterar os perfis de fosforilação de JNK e AKT (serina-473).  

A inibição da via de ERK1/2 pelo inibidor de MEK, PD98059, não foi capaz de 

alterar o efeito do Cd2+ sobre a viabilidade. No entanto, a inibição da p38MAPK por seu 

inibidor específico, SB203580, potencializou o efeito tóxico do tratamento por 3 h com 

Cd2+, quando comparado com seu análogo inativo, SB202474. Os inibidores 

individualmente não alteraram a viabilidade das fatias. 

As proteínas ERK1/2 estão relacionadas com eventos transcricionais e de 

plasticidade sináptica neuronal como a potenciação de longa duração (LTP), depressão de 

longa duração (LTD) e memória (NORMAN et al., 2000; SWEAT, 2004; THOMAS e 

HUGANIR, 2004). A ativação de ERK1/2 pelo Cd2+ foi bem documentada em diversos 

modelos celulares (HUNG et al., 1998; GÁLAN et al., 2000, HIRANO et al., 2005, LEAL 

et al., 2007). Além disso, o Cd2+ pode influenciar a neurotransmissão (MINAMI et al., 

2001) e diversos parâmetros neurocomportamentais incluindo déficit de memória (ALI et 
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al., 1986; LUKAWSKI et al., 2005). Baseado no papel da via de ERK1/2 na regulação da 

neurotransmissão e neuroplasticidade supõe-se que uma perturbação desta via de 

sinalização pode ser importante no efeito deletério do Cd2+ na neurotransmissão e 

plasticidade neural. 

O papel da p38MAPK durante o desenvolvimento, diferenciação, proteção celular e 

morte celular tem sido demonstrado (MIELKE e HERDEGEN, 2000; TAKEDA e ICHIJO, 

2002). Desta forma, a fosforilação de p38MAPK observada nas fatias de hipocampo de ratos 

imaturos expostas ao Cd2+ poderia ser vista inicialmente como uma reação ao estresse 

provocado pelo metal, com consequências deletérias ou protetoras.  

A morte celular induzida pelo Cd2+ via ativação da via de p38MAPK foi documentada 

em diversos tipos celulares incluindo pró-monócitos (GÁLAN et al., 2000) e células do 

epitélio pulmonar (LAG et al., 2005). Entretanto, nossos resultados sugerem que a ativação 

de p38MAPK em fatias de hipocampos de ratos imaturos (PN14) pode fazer parte de um 

mecanismo de defesa contra a neurotoxicidade induzida pelo Cd2+, já que a inibição desta 

proteína cinase pelo SB203580 potencializou o efeito neurotóxico do Cd2+, medido pela 

redução do MTT. 

Existem alguns exemplos em que a ativação de p38MAPK está associada com 

sobrevivência celular, bem como respostas anti-citotóxicas e anti-apoptóticas em modelos 

de culturas celulares (NISHINA et al., 1997; NEMOTO et al., 1998). Em hipocampo de 

rato, foi demonstrado que a ativação de p38MAPK exerceu um papel importante no 

mecanismo de neuroproteção induzida por pré-condicionamento isquêmico (SUN et al., 

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

apresentaram ativação de p38MAPK e fosforilação de um de seus alvos, a proteína de choque 
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térmico de 27 kDa (Hsp27), integrando assim um mecanismo de defesa em resposta ao 

estresse das fatias hipocampais (NISWANDER e DOKAS, 2006).  

A JNK está associada com a indução de morte celular e regulação do 

desenvolvimento (MIELKE e HERDEGEN, 2000). Já a AKT é uma proteína quinase 

conhecida por promover a sobrevivência celular através da fosforilação de diversos alvos, 

conduzindo à inibição de vias apoptóticas (LIZCANO et al., 2000; BRAZIL et  al., 2001; 

MASTERS et al., 2001). Além do aspecto relacionado à neuroproteção, deve também ser 

considerado que a via PI3K/AKT também pode estar envolvida na modulação de 

fenômenos de neuroplasticidade como LTD e LTP (HOU e KLANN, 2004; VAN DER 

HEIDE et al., 2005). O Cd2+ é capaz de ativar JNK e AKT em carcinoma de células de 

tireóide (LIU et al., 2007), em linhagem de células prostáticas 1LN (MISRA et al., 2003) e 

células COS-7 (KONISHI et al., 1997). Entretanto, estas vias de sinalização não foram 

modificadas nas fatias hipocampais após o tratamento com Cd2+ por 3 h. 

De uma forma geral, nossos estudos mostraram que o Cd2+ interfere nas vias da 

p38MAPK e ERK1/2, aparentemente sem alterar as vias de JNK e PI3K/AKT, em hipocampo 

de ratos imaturos, em um importante período de desenvolvimento (PN14). Esta modulação 

pelo Cd2+ de importantes vias de sinalização celular durante o período pós-natal de 

desenvolvimento cerebral rápido contribuem para a compreensão dos aspectos 

neuroquímicos envolvidos na toxicidade deste metal em um modelo de fatias hipocampais, 

que preservam, pelo menos parcialmente, a interação entre os tipos celulares (astrócito, 

neurônio, microglia) e matriz extracelular. 
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66  CCOONNCCLLUUSSÃÃOO 
 

  

O presente trabalho nos permite concluir os seguintes aspectos: 

 O Cd2+ reduziu a viabilidade celular de fatias hipocampais de ratos imaturos. Esta 

redução de viabilidade foi primeiramente evidenciada pela diminuição na capacidade 

celular de redução do MTT, sem alteração na liberação de LDH e na incorporação de 

IP. 

 Níveis intracelulares aumentados de GSH não foram capazes de reverter ou mesmo 

atenuar o efeito citotóxico do cádmio. Entretanto, a co-incubação de GSH com Cd2+ foi 

capaz de reverter parcialmente o efeito do metal pesado sobre fatias de hipocampo de 

ratos imaturos. Isso sugere um possível efeito quelante de GSH. 

 Concentrações elevadas de Cd2+ (100 – 200 μM) aumentaram a fosforilação protéica 

geral sobre resíduos de tirosina. 

 O Cd2+ foi capaz de aumentar a fosforilação de p38MAPK e ERK1/2, sem alterar o perfil 

de fosforilação de JNK e AKT. 

 A via de sinalização de ERK1/2 não parece estar diretamente envolvida na queda da 

viabilidade provocada pelo metal, tendo em vista que a utilização do inibidor PD98059 

não foi capaz de alterar a citotoxicidade provocada pelo metal. 

 A via de sinalização de p38MAPK parece estar exercendo um papel protetor frente ao 

insulto provocado pelo Cd2+ em fatias hipocampais de ratos imaturos, tendo em vista 
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que o inibidor desta cinase (SB203580) potencializou o efeito deletério do metal, 

quando comparado com o análogo inativo (SB202474) desta mesma enzima. 
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77  PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  

    

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

apresentadas como perspectivas futuras: 

 

 Determinar o tipo de morte celular ocorrida nas fatias hipocampais; 

 Determinar o tipo celular envolvido nas alterações bioquímicas provocadas pelo 

tratamento com o Cd2+; 

 Determinar o efeito do cádmio sobre a atividade de proteínas fosfatases; 

 Determinar o efeito do cádmio sobre a atividade das enzima mitocondriais; 

 Avaliar possíveis alterações na fosforilação de Hsp27 nas fatias hipocampais tratadas 

com Cd2+; 

 Avaliar a liberação de caspases nas fatias hipocampais tratadas com o Cd2+; 
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