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RESUMO

Os pesticidas sdo compostos amplamente utilizados na agricultura e
responsaveis por indmeros casos de intoxicagdes em humanos. A
exposicdo a esses compostos ocorre durante a sua aplicagdo, mas
também pelo contato com lavouras tratadas com esses toxicantes ou
ainda pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados, bem como
exposi¢cdes intencionais em tentativas de suicidio. Nota-se que o0s
principais casos de intoxica¢fes ocorrem devido a exposi¢do aos
pesticidas organofosforados (OFs). O clorpirifés (CPF) é um OF muito
utilizado no Brasil, principalmente no meio agricola. Ele é um
composto lipofilico que, ao ser metabolizado, gera um metabdlito ativo
toxico e mais potente, o clorpirifés-oxon (CPF-O). O mecanismo
principal de toxicidade destes compostos OFs esta relacionado a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), desencadeando uma
variedade de sinais e sintomas que caracterizardo a classica “sindrome
colinérgica”. Por outro lado, algumas evidéncias indicam que a
intoxicacdo aguda ou crénica com OFs pode ser caracterizada por
efeitos que ndo sdo somente atribuidos & inibicdo da enzima AChE
(efeitos denominados ndo-colinérgicos). De fato, algumas evidéncias
experimentais tém apontado para a toxicidade ndo-colinérgica induzida
por compostos OFs como um fator responsavel pelo desenvolvimento
de sindromes neurotéxicas. No entanto, pouco se sabe a respeito dos
mecanismos moleculares relacionados a neurotoxicidade néo-
colinérgica induzida por OFs. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi
identificar  possiveis eventos ndo-colinérgicos envolvidos na
neurotoxicidade do pesticida CPF e do CPF-O em cultivos celulares de
neurbnios hipocampais de camundongos (HT22). A exposi¢cdo ao
pesticida CPF e ao CPF-O foi capaz de diminuir a viabilidade celular
das células HT22 de maneira concentracdo dependente. De modo
interessante, 0 CPF-O mostrou-se mais toxico para as células HT22.
Esta citotoxicidade ndo foi protegida pela atropina (um antagonista
muscarinico) e pela pralidoxima (um reativador da AChE), indicando
que efeitos ndo colinérgicos poderiam estar envolvidos no mecanismo
de toxicidade desses compostos. Foi demonstrado que a exposi¢do das
células HT22 ao CPF e ao CPF-O induziu reducdo dos niveis de
glutationa (GSH) e inibicdo da GSK-3B,Mp0rém somente o CPF foi
capaz de ativar as MAPKs, ERK1/2 e p38™*"_ Entretanto, a utilizagdo
de inibidores da ERK1/2 e p38™*" nao protegeu as células HT22 da
citocixidade induzida pelo CPF e CPF-O. Por outro lado, o pré-



tratamento com N-acetilcisteina (NAC) apresentou efeito protetor frente
a citotoxicidade induzida por este pesticida. Nossos resultados indicam
0 envolvimento do estresse oxidativo no mecanismo de toxicidade
desses compostos, bem como a ativagdo de MAPKS e inibi¢do da GSK-
3B como eventos alternativos a superestimulagdo colinérgica.

Palavras chaves: Clorpirifds, clorpirifés-oxon e toxicidade néo-
colinérgica.



ABSTRACT

Pesticides are compounds widely used in agriculture and responsible for
innumerable cases of intoxication in humans. Exposure to these
compounds occurs during their application, but also by contact with
crops treated with these compounds, or by ingestion of contaminated
food or water, as well as intentional exposures to suicide attempts. It is
noted that the main cases of intoxication occur due to exposure to
organophosphorus pesticides (OFs). Chlorpyrifos (CPF) is an OF
widely used in Brazil, mainly in the agricultural environment. It is a
lipophilic compound that, when metabolized, generates a toxic and
more potent active metabolite, chlorpyrifos-oxon (CPF-O). The main
mechanism of toxicity of these OFs compounds is related to the
inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE), triggering a
variety of signs and symptoms that characterize the classic "cholinergic
syndrome". On the other hand, some evidence indicates that acute or
chronic intoxication with OFs may lead to toxic effects that are not only
attributed to inhibition of the AChE enzyme (so-called non-cholinergic
effects). In fact, experimental evidence has pointed to the non-
cholinergic toxicity induced by OFs compounds as a factor responsible
for the development of neurotoxic syndromes. However, little is known
about the molecular mechanisms related to non-cholinergic
neurotoxicity induced by OFs. The aim of this study was to identify
possible non-cholinergic events involved in the neurotoxicity of the
CPF pesticide and CPF-O in cell cultures of hippocampal neurons of
mice (HT22). Exposures to the CPF pesticide and CPF-O were able to
decrease the cell viability of HT22 cells in a concentration-dependent
manner. Interestingly, CPF-O was shown to be more toxic to HT22
cells. This cytotoxicity was not protected by atropine (a muscarinic
antagonist) and by pralidoxime (a AChE reuptake) indicating that non-
cholinergic effects could be involved in the mechanism of toxicity of
these compounds. In addition, exposure of HT22 cells to CPF and CPF-
O induced reduction of glutathione (GSH) levels and GSK-3p
inhibition, but only CPF was able to activate MAPKs, ERK1/2 and
p38MA7X However, the use of ERK1/2 and p38MAPK inhibitors did not
protect HT22 cells from CPF and CPF-O induced cytotoxicity. On the
other hand, the pre-treatment with N-acetylcysteine (NAC) showed
protective effect against this pesticide-induced cytotoxicity. Our results
indicate the involvement of oxidative stress in the mechanism of



toxicity of these compounds, as well as the MAPKs activation and
GSK-3B inhibition as alternative events to cholinergic overstimulation.

Keywords: Chlorpyrifos, chlorpyrifos-oxon and non-cholinergic
toxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1.  AGROTOXICOS

Os agrotéxicos sdo definidos como “os produtos e os agentes
de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora
ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres Vvivos
considerados nocivos” segundo a lei dos agrotdxicos, de 1989, e o
decreto de 2002 que a regulamenta.

O desenvolvimento da producdo agricola no Brasil estd cada
vez mais dependente dos agrotoxicos e fertilizantes quimicos. Isso
provavelmente levou o Brasil a assumir a primeira posi¢do no mercado
mundial de agrotoxicos, ultrapassando os Estados Unidos em 2008. No
periodo entre 2010 e 2011, o mercado brasileiro de agrotdxicos
consumiu 936 mil toneladas desses compostos, sendo 833 mil
produzidas no pais e 246 mil importadas. Em 2010, o Brasil
movimentou cerca de 7,3 bilhGes de dolares, o que representou 19% do
total de agrotoxicos comercializados globalmente (CARNEIRO et al.,
2016). Contudo, a grande utilizacdo de agrotoxicos acaba refletindo
em um consumo diario desses produtos através dos alimentos
contaminados, gerando um problema de saude publica.

Segundo anélise de amostras coletadas em todos os 26 estados
brasileiros e Distrito Federal, realizada pelo Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa no periodo
de 2013 a 2015 demonstrou que mais da metada dos alimentos
consumidos cotidianamente pelos brasileiros estd contaminado por
agrotdxicos. Foram coletadas amostras de 25 alimentos de origem
vegetal, representativos da dieta da populacdo brasileira, destas
amostras, 58% apresentaram contaminacdo por agrotoxicos, sendo que
19,7% apresentaram ingredientes ativos ndo autorizados para aquele
cultivo e/ou ultrapassaram o limite maximo de residuos considerados
aceitaveis estabelecido pela ANVISA. Outros 38,3%, que apresentaram
contaminacdo por agrotoxicos, estavam dentro deste limite. A
Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO) alerta que
mesmo que alguns dos ingredientes ativos dos agrotdxicos possam ser
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classificados como medianamente ou pouco tdxicos, devido ao seus
efeitos agudos, ndo se pode esquecer dos efeitos crénicos que podem
ocorrer meses, anos ou até décadas apds a exposicdo (CARNEIRO,
2012).

O elevado consumo desses compostos também tem gerado
numerosos casos de intoxicagdes, seja N0 campo ou em areas urbanas.
No Brasil, segundo os ultimos dados de intoxicacfes obtidos pelo
SINITOX (Sistema Nacional de Informagdes Toxico - FarmacolGgicas -
Ministério da Saude/Fiocruz), no ano 2013 foram registrados mais de
42 mil casos de intoxicagdes em todo territério nacional, desses, 1907
(4,53%) foram causados por agrotoxicos de uso agricola e 967 (2,30%),
por agrotoxicos de uso doméstico. O nimero de Obitos total
ocasionados pelas intoxica¢des no ano de 2013 foram de 209, sendo a
maioria (35,89%), devido ao uso de agrotoxicos no meio agricola.

Segundo o dltimo levantamento de informagbes sobre
intoxicagdes realizado pelo Centro de Informacfes Toxicologicas de
Santa Catarina (CIT/SC), em 2015 foram registrados 588 casos de
intoxicagdes humanas por agrotdxicos nos municipios catarinenses.
Desses, 193 (32,82%) foram de ocorréncia acidental; 152 (25,85%),
devido a exposicao ocupacional; 226 (38,43%), por tentativa de suicidio
e 0s outros 17 (2,90%) incluem como causas homicidio, alimentacéo,
causas ignoradas e outros tipos de ocorréncia. A maioria dessas
intoxicacdes, ou seja, 72,28%, teve como desfecho manifestagdes
clinicas de leve a graves com sequelas, sendo que de todos os casos, 13
(2,21%) evoluiram para o 6bito. Além disso, em estudo mais completo
realizado pelo CIT/SC, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de
2013, foram notificados mais de 57 mil casos de intoxicacbes por
agentes toéxicos. Desses, 3 mil foram causados por agrotoxicos e
representaram a maioria dos casos de letalidade (3,7%), ou seja, neste
periodo foram registrados 3,7 obitos para cada 100 casos notificados de
intoxicacdo por agrotdxicos. Importante notar que segundo o CIT/SC,
0s principais agrotéxicos responsaveis por esse percentual foram o
herbicida paraquate e os inseticidas inibidores das colinesterases, como
os organofosforados.

1.2. COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS (OFs)

Os primeiros compostos OFs foram sintetizados no final da década de
1930 por Gerhard Schrader, um quimico alemdo. A descoberta das
propriedades tdxicas e inseticidas de alguns compostos de fosforo, por
esse quimico e colaboradores, levou a criagdo de novos compostos
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organofosforados pelas inddstrias (COFFEY, 1965; KOSOLAPOFF e
MAIER, 1974; STODDART, 1979; TOY, 1976). Essas descobertas também
tiveram como consequéncia a producdo e utilizacdo de milhares de
toneladas desses compostos durante a Segunda Guerra Mundial por
varios paises, logo, ficando conhecidos como OFs militarizados, 0s
“agentes nervosos”, também classificados como armas quimicas (como
exemplo: sarin, tabun e soman) (KING e AARON, 2015).

Na atualidade, toneladas desses produtos quimicos s&o
produzidos por varios paises, sendo uma pequena parte desviada e
aplicada em vaérias situagfes, incluindo a guerra Ird-lraque, o ataque
iraniano contra os curdos e, mais recentemente, a guerra civil siria em
agosto de 2013, resultando em mais de 1400 mortes. Antes disso, 0 uso
mais notavel desses agentes nervosos foi o ataque terrorista de 1995 em
Téquio, Japdo, que deixou 11 mortos e mais de 5000 vitimas que
necessitaram de atendimento médico (KING e AARON, 2015).

A aplicacdo industrial e comercial de compostos
organofosforados na agricultura comegou com Schrader e
colaboradores, em 1941. Trés anos mais tarde, em 1944, a descoberta
do composto paration gerou um grande avanco no uso dos inseticidas —
OFs na agricultura, bem como, o conhecimento cientifico na relacéo
estrutura-atividade (COFFEY, 1965; KOSOLAPOFF e MAIER, 1974;
STODDART, 1979; TOY, 1976)). Atualmente, os organofosforados sao
pesticidas amplamente utilizados no mundo e como exemplo desses
compostos podemos citar: malation, clortion, fention, diazinon,
diclorvos e o clorpirifés (dos SANTOS et al., 2007; VALE e LOTTI,
2015).

Os produtos quimicos da classe dos OFs tém varias aplicacdes,
como por exemplo: pesticidas, fluidos industriais, na medicina
veterindria e como armas quimicas (ABOU-DONIA, 2003; dos
SANTOS et al., 2007; VALE e LOTTI, 2015). Alguns desses
compostos, como por exemplo o malation, sdo usados no tratamento de
infestacdo de piolhos e sarna. Apesar de serem principalmente
utilizados como pesticidas no meio agricola, também sdo usados no
controle de infestacdes de insetos em ambientes comerciais e
residenciais (KING e AARON, 2015). Dentro da classe dos OFs, 0s
organofosforotioatos sdo os compostos mais usados para controle de
pragas presentes na producédo agricola, higiene municipal e no controle
de vetores de doengas (dos SANTOS et al., 2007).

Os compostos organofosforados sdo ésteres ou tidis derivados
de 4cidos fosforicos, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico, que
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apresentam um grande interesse comercial e toxicologico (dos
SANTOS et al., 2007). A estrutura geral desses compostos inclui o
grupo fosforil (P=0) ou um grupo tiofosforil (P=S), grupos R1 e R2 que
sdo arilas ou alquilas (grupos lipofilicos) e o grupo L chamado de
grupo de saida, que é liberado pelo 4&tomo de fésforo quando 0 mesmo é
hidrolisado (dos SANTOS et al., 2007; KING e AARON, 2015; VALE
e LOTTI, 2015).

Figura 1: Estrutura quimica geral dos OFs.
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A estrutura quimica geral dos OFs inclui o grupo fosforil (P=0) ou um grupo
tiofosforil (P=S), grupos R1 e R2 que sdo arilas ou alquilas (grupos lipofilicos)
e 0 grupo L chamado de grupo de saida. Adaptada de dos Santos et al., 2007.

A exposi¢do aos OFs pode ocorrer por ingestdo, inalacdo e pela
via dérmica. O contato com a pele e a absor¢do subsequente sdo a
principal via de exposi¢do ocupacional. A inalagdo de inseticidas OFs
durante a fabricagdo de formulacGes, pode ocorrer devido, por exemplo,
a equipamentos de ventilagdo ineficientes ou durante a pulverizagédo ou
mistura desses compostos. A ingestdo é incomum no local de trabalho,
mas pode ocorrer acidentalmente com os trabalhadores que apresentam
uma higiene pessoal deficiente, como aqueles que ndo removem o
vestuario contaminado ou ndo lavam as maos (VALE e LOTTI, 2015).
A maioria da populagdo se expbe aos OFs por meio da propagacéo dos
produtos quimicos no ambiente, pelo consumo de alimentos
contaminados, além das intoxicacGes acidentais ou intencionais, como
nos casos de homicidios ou suicidios (Da SILVA, 2006).

A absorcdo desses compostos acontece através de todas essas
vias e, por serem compostos altamente lipofilicos, sdo facilmente
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absorvidos e podem ser armazenados no tecido adiposo. Desta forma,
pode acontecer o aparecimento tardio dos sintomas, bem como uma
toxicidade prolongada ou uma re-intoxica¢do devido a redistribui¢do
dos OFs das reservas de gordura (KING e AARON, 2015). Além disso,
a solubilidade dos OFs em lipidios também é importante pois aumenta a
habilidade desses compostos em atravessar membranas bioldgicas
inclusive a barreira hematoencefalica (ABOU-DONIA, 2003).

Os pesticidas OFs, ap6s serem absorvidos, sdo metabolizados
principalmente, mas nao exclusivamente, no figado. Os compostos que
apresentam na sua estrutura quimica uma dupla ligagdo entre 0s atomos
de enxofre e fosforo, os organofosfotioatos (P=S), podem sofrer
bioativacdo metabdlica. Esta consiste em uma desulfuragdo oxidativa
realizada por enzimas do Citocromo P450 (CYPs) resultando
naformacdo de um metabolito “oxon” (P=0). Esta bioativagdo leva a
formacdo de compostos mais ativos que, igualmente aos compostos
OFs, que ja possuem uma dupla ligacdo entre os 4tomos de oxigénio
e fosforo (P=0), sdo inibidores mais efetivos das enzimas colinesterases
(ChEs). Além disso, os OFs podem sofrer detoxificacdo pela acdo de
outras enzimas como as fosfotriesterase (A-esterases) capazes de
hidrolisar os compostos OFs gerando metabdlitos inativos (com baixa
capacidade de inibir as ChEs). Uma dessas enzimas é a paraoxonase
(PON-1) que possui a capacidade de hidrolisar os compostos oxons dos
OFs (COSTA, 2006).

Os OFs sdo capazes de inibir a funcdo de, principalmente, dois
tipos de enzimas da classe das colinesterases — ChEs (KING e AARON,
2015). Uma delas é a acetilcolinesterase especifica, verdadeira ou
acetilcolinesterase (AChE) que apresenta alta afinidade para a
acetilcolina (ACh). Essa enzima €é encontrada principalmente nas
sinapses colinérgicas do sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso
periférico parassimpatico e juncdo neuromuscular, estando também
presente na superficie dos eritrocitos. Outra enzima é a
butirilcolinesterase, pseudocolinesterase ou também chamada de
acetilcolinesterase inespecifica (BChE), enzima com alta afinidade para
a butirilcolina. Esta enzima esta presente em todos os tecidos e no
plasma, porém ¢ encontrada principalmente no figado onde é
responsavel pelo metabolismo de xenobioticos (KING e AARON, 2015;
VENTURA et al., 2010). E importante notar que a atividade da AChE
eritrocitaria est4 mais relacionada com a atividade de AChE neuronal do
que a butirilcolinesterase sendo, portando um melhor marcador para o
estado fisiologico do SNC (KING e AARON, 2015).



22

A inibicdo das enzimas ChEs, realizada pelos OFs, ocorre
através da fosforilacdo da hidroxila do residuo de serina (Ser 203)
presente no sitio ativo das ChEs pelo grupo fosforil (P=0) dos OFs.
Assim, os OFs impendem a acdo das ChEs sobre o seu substrato
fisiolégico (ABOU-DONIA, 2003). A Figura 2 mostra o sitio catalitico
da enzima AChE inibida.

Figura 2: AChE inibida.

Sitio periférico

Nicleo Acil

Sitio de
ligacdo
com a
Colina

Triade Catalitica
da AChE

AChE inibida através da fosforilagdo da hidroxila do residuo de serina (Ser
203) presente no sitio ativo pelo grupo fosforil (P=0) dos OFs. Adaptada de
Abou-donia, 2003.

A ligacdo entre o dtomo de fosforo e o sitio esterdsico da
enzima é muito estavel, logo, quebrar a ligacdo fosforo-enzima pode
levar de algumas horas a vérios dias, dependendo da estrutura quimica
do OF. Assim, estas enzimas ChEs sdo altamente susceptiveis ao
processo de envelhecimento. Esse consiste na perda (por hidrélise ndo
enzimatica) que pode ocorrer por eliminagdo ou desalquilagcdo do
fésforo conjugado, por meio da quebra da ligagdo oxigénio-alquil
resultando em um complexo anidnico bastante estdvel (AChE-OF).
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Quando este processo acontece, a enzima pode ser considerada
irreversivelmente inibida, resistindo a acdo de reativadores, como as
oximas e, desse modo, a Unica forma de substituir a sua atividade é
através da sintese de uma nova enzima, um processo que pode levar
dias (COSTA, 2006). A Figura 3 mostra a AChE envelhecida (AChE-
OF).

Figura 3: AChE envelhecida (AChE-OF).
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Sitio catalitico da AChE mostrando a enzima envelhecida (AChE-OF), ou seja,
irreversivelmente inibida. Processo que ocorre pela eliminagdo ou
desalquilagéo do fosforo conjugado, por meio da quebra da ligagdo oxigénio-
alquil. Adaptada de Abou-donia, 2003.

1.2.1. Sistema Colinérgico

O sistema de neurotransmissdo colinérgica é constituido pela
ACh, seus receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese
e degradacdo. A ACh é um mediador quimico de sinapses no sistema
SNC, no SNP e também na juncdo neuromuscular (JNM) O
neurotransmissor ACh liga-se a duas classes de receptores: 0s
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receptores colinérgicos nicotinicos (NAChR), de acéo ionotrdpica e os
receptores colinérgicos muscarinicos (MAChR), de acdo metabotropica
(RANG et al, 2007; VENTURA et al, 2010; FISHER e
WONNACOTT, 2012).

A via de neurotransmissdo colinérgica no SNC é formada pela
projecdo dos neurdnios da base do prosencéfalo ou encéfalo frontal, que
incluem grupos de células colinérgicas localizadas nos nucleos do septo
medial e o0 membro vertical da banda diagonal broca, que enviam
axdnios para o hipocampo e cortex limbico, bem como, por neurénios
colinérgicos encontrados no nucleo horizontal da banda diagonal e area
pré-Gptica magnocelular, cujos axénios terminam no bulbo olfatério,
amigdala e cortex limbico, além dos corpos de células colinérgicas do
nucleo basal de Meyner, que se projetam para todas as partes do cortex
(FISHER e WONNACOTT, 2012). Esta via esta representada na figura
4,

Figura 4: A via de neurotransmissdo colinérgica.
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A sintese de ACh ocorre nas terminacdes dos neurdnios pré-
sinapticos colinérgicos, a partir de duas moléculas precursoras, a colina
e a acetil-coenzima (AcCoA ou Acetil-CoA), a primeira é fornecida
pela hidrdlise de lipideos de membrana, os fosfolipidios, como a
fosfatidilcolina, ja a Acetil-CoA é gerada pelo metabolismo oxidativo
mitocondrial mais especificadamente pela acdo do complexo piruvato
desidrogenase. A colina é transportada pela circulagdo sanguinea e
atinge o SNC sendo levada para dentro das terminagdes dos neurbnios
colinérgicos por um transportador especifico. Logo, a colina livre
dentro das terminagdes colinérgicas é acetilada através da transferéncia
do grupo acetil da Acetil-CoA, reacdo catalisada pela enzima citosélica
colina acetiltransferase (ChAT) (RANG et al., 2007; VENTURA et al.,
2010; FISHER e WONNACOTT, 2012).

Uma vez sintetizada, a maior parte da ACh é transportada por
um transportador vesicular especifico de ACh (VAChT) e armazenada
em vesiculas sinapticas. A ACh é liberada das vesiculas por exocitose,
desencadeada pela entrada de fons de calcio (Ca®*). Uma vez liberada,
a ACh difunde-se através da fenda sinaptica e interage com seus
receptores presentes nas membranas pré- e pés-sinapticas. A acdo da
ACh é interrompida pela sua hidrélise formando a colina, que é
recapturada pelos neurbnios colinérgicos, e acetato. Esta reacdo €
catalisada pela AChE, que se localiza ligada a membrana basal sendo
encontrada entre as membranas pré- e pos-sinapticas (RANG et al.,
2007; VENTURA et al., 2010; FISHER e WONNACOTT, 2012). A
figura 5 apresenta, de maneira esquematica, a neurotransmissao
colinérgica (sintese, liberacdo, interacdo com receptores e degradacao
do neurotransmissor ACh).
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Figura 5: Esquema representativo da neurotransmissao colinérgica.

AcCoA Colina
CoA” .. Nach
nAChR Trampoctados : SR
de ACR N S
(=) (€]
>} Y e
r \ ACh - e
+) !
N o
P e
1) \
Y
ACh - ~= Colina + Acetato

Sinapse colinérgica apresentando o neurdnio colinérgico pré-sinpatico com a
colina acetiltransferase (ChAT ou CAT), acetilcolina (ACh), vesiculas
contendo ACh ou vazias, transportador vesicular de ACh (VAChT) receptores
colinérgicos nicotinicos (NAChR) e os receptores colinérgicos muscarinicos
(mAChR) pré e pds senapticos e a enzima acetilcolinestease (AChE)(Adaptada
de Rang et al., 2007).

A ACh centralmente regula a funcdo motora, a percep¢do
sensorial, 0 processamento cognitivo, a excitacdo, os ciclos de
sono/vigilia e a nocicepgdo e, na periferia, controla a frequéncia
cardiaca, a motilidade do trato gastrointestinal e a atividade do musculo
liso. Esses efeitos mediados pela ACh ocorrem através da ativagdo dos
seus receptores nicotinicos e muscarinicos (JONES, et al., 2012).

Os receptores colinérgicos nicotinicos (NAChR) podem ser
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divididos em trés classes principais: musculares (presentes na juncao
neuromuscular  esquelética), ganglionares  (responsaveis pela
transmissdo nos ganglios simpaticos e parassimpaticos) e do SNC
(distribuidos por todo o cérebro). Todos os nAChR séo estruturas
pentaméricas (cinco subunidades) que atuam como canais ibnicos
controlados por ligante (RANG et al., 2007). Quando ativados, esses
receptores adquirem a conformacédo de canal aberto permeavel aos ions
Na* e K*, também podem permear Ca*" dependendo do tipo do receptor
(VENTURA et al., 2010; GIOVANNINI, et al., 2015).

Os nAChRs sdo uma familia de canais iénicos formados por
diferentes subtipos. J& foram identificados 16 diferentes membros desta
familia que foram designados como o (nove tipos), B (quatro tipos), v, &
e ¢ (um tipo cada). Os subtipos dos nAChRs contém, no geral, tanto
subunidades a quanto B, sendo a Unica exce¢do o subtipo homomeérico
(a7)s encontrado no cérebro, sendo o mais permeavel ao Ca®*. Os
nNAChRs presentes nos misculos sdo heteropentameros constituidos por
subunidades a, B, v, 8 € . O principal subtipo de receptor muscular é
(02)/Blye, ja o principal subtipo de receptor ganglionar € o (03),(B4)s.
No SNC doze subunidades foram descritas, sdo elas 9a (02—a 10) e 33
(B2—B4) (RANG et al., 2007; GIOVANNINI, et al., 2015). Somente as
subunidades o contém o sitio de ligacdo para a ACh e a combinacéo
destas subunidades define a funcdo e a afinidade do receptor para
ligantes especificos (GIOVANNINI, et al., 2015).

Como visto, os diferentes subtipos dos nAChRs possuem
estrutura variada e distribuicdo anatdbmica especifica, bem como
diferencas farmacoldgicas e fisiologicas. Desta forma, sdo variados o0s
efeitos fisiologicos da ACh sobre os nAChRs e esses envolvem a
estimulacdo de todos os géanglios autbnomos, estimulacdo da
musculatura voluntéria e secrecdo da adrenalina pela medula das
glandulas adrenais. Além disso, nAChRs presentes no SNC tém
importancia em diversos processos, como o aprendizado e a memoria, 0
desenvolvimento neuronal e participam do sistema de recompensa, além
de controlar a liberagdo de dopamina e de glutamato, alterar a atividade
motora por modular a liberacdo de dopamina, controlam também a
liberagdo de GABA e a resposta de neurbnios dopaminérgicos no
mesencéfalo (RANG et al., 2007; VENTURA et al., 2010).

Os receptores colinérgicos muscarinicos (MAChR) pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Estruturalmente séo
proteinas de membrana contendo sete dominios transmembranares, uma
regido N-terminal extracelular (na qual estdo os sitios de ligacdo
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especificos para Ach, agonistas e antagonistas muscarinicos), uma
regido C-terminal intracelular e trés alcgas intracelulares (i1, i2, i3), cuja
diferenca funcional esta presente na alga i3 a qual interage com distintas
proteinas G e apresenta variacdo na sequéncia de aminoacidos entre os
mAChR (VENTURA et al., 2010).

Os mAChR sdo amplamente distribuidos e estdo presentes em
neurdnios e na glia da maioria das regifes do SNC e, no SNP estéo
presentes na inervagdo parassimpatica dos musculos cardiaco e liso
(como exemplo: coracdo, pupila, estomago, bronquiolos, intestino e
bexiga) além das glandulas salivares, lacrimais e sudoriparas (FISHER
e WONNACOTT, 2012). Na tabela 1 estdo representadas algumas das
acOes fisiologicas periféricas da ativacdo dos receptores muscarinicos
pela ACh.

Tabela 1: Ac0es fisiologicas periféricas da ACh mediadas pelos
mAChR

Tecido Efeitos da ACh

Vasos (células endoteliais)
Vasodilagédo (liberagdo do 6xido nitrico)
Olhos, iris (muasculo esfincter da

pupila)
Contracdo, miose
Glandulas salivares e lacrimais Secregdo
Glandulas sudoriparas Aumento da transpiragéo
Bronquiolos Constrigdo e aumento da secrecdo
Coracéo Bradicardia
Aumento da motilidade e relaxamento do
Trato gastrointestinal esfincter
Contragdo da musculatura e relaxamento
Bexiga urinria do esfincter
Tratoreprodutor masculino Erecdo

Adaptada de Fisher e Wonnacott, 2012.

Além dessas importantes funcdes periféricas, no SNC os
MAChR estdo envolvidos em fungbes cognitivas como memoria,
aprendizado e atencdo, em respostas emocionais, na modulagdo do
estresse, do sono e da vigilia (VENTURA et al., 2010).

S80 conhecidos cinco subtipos moleculares (M;-Ms) de
mMAChR os quais quando ativados, a proteina G, composta por trés
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subunidades (Ga, G, Gy), tem suas subunidades desacopladas devido a
atividade da Ga que se desliga do GDP e liga-se ao GTP, iniciando uma
cascata de sinalizagdo intracelular, envolvendo segundos mensageiros.
Dependendo do tipo de mAChR e do tipo de proteina G associada,
diversos sdo os efeitos produzidos. Foi determinado que os MAChR do
tipo My, M3z e M5 quando ativos acoplam-se seletivamente a proteina
Gg/G11l e induzem a geracdo de inositol-1,4,5-trisfosfato e 1,2-
diacilglicerol através da ativacdo da fosfolipase CP especifica de
fosfatidilinositol, sequido do aumento intracelular de Ca?* e ativacéo de
MAPK (proteina cinase ativada por mitdgeno). Diferentemente, 0s
mAChR M, e My quando ativados, acoplam-se seletivamente a
proteina G inibitdria, Gi/Go, que inibe a atividade da adenilato ciclase e
reduz os niveis intracelulares de AMP ciclico, resultando na reducédo da
atividade da proteina cinase A (PKA). Estes receptores M, e M4 quando
localizados no terminal pré-sinaptico atuam como autoreceptores, ou
seja, quando ativados regulam negativamente a liberacdo da ACh
(JONES, et al., 2012; FISHER e WONNACOTT, 2012; VENTURA et
al., 2010). A figura 6 apresenta um esquema da sinapse colinérgica com
a localizaco e acdo dos receptores colinérgico.

Figura 6: Representacdo esquematica da sinapse colinérgica com a
localizacdo e funcéo dos receptores colinérgicos.
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Os mAChR do tipo M;, M3 e M5 quando ativos acoplam-se seletivamente a
proteina Gg/G1l e induzem a geragdo de inositol-1,4,5-trisfosfato e 1,2-
diacilglicerol através da ativagdo da fosfolipase Cp especifica de
fosfatidilinositol, seguido do aumento intracelular de Ca®*". Os mAChR M, e
M,, quando ativados, acoplam-se seletivamente & proteina G inibitéria, Gi/Go,
que inibe a atividade da adenilato ciclase e reduz os niveis intracelulares de
AMP ciclico, resultando na reducéo da atividade da proteina cinase A (PKA).
Adaptado de Jones et al., 2012.

1.2.2. Toxicidade dos compostos OFs

Os efeitos dos compostos OFs para o organismo dependem da
dose, da frequéncia, da duragdo e via de exposic¢do, além de outros
fatores, como a exposicdo combinada a outros produtos quimicos, bem
como, a sensibilidade e susceptibilidade individual (ABOU-DONIA,
2003). Geralmente a exposi¢do por ingestdo ou inalacdo levam ao
aparecimento imediato de sintomas. J& a exposicdo dérmica pode
apresentar efeitos locais imediatos como a diaforese (transpiracéo
excessiva) local e fasciculagdes (contracdo muscular pequena, local,
momentanea e involuntaria) e efeitos sistémicos tardios (KING e
AARON, 2015).

A exposicdo a altas concentracdes de OFs em curto periodo de
tempo causa toxicidade aguda, com a inibicdo da enzima AChE como
mecanismo primario. A AChE é responsavel pela degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina nas sinapses colinérgicas terminando a
neurotransmissao colinérgica. A inibicdo da AChE, portanto, causa
acumulo deste neurotransmissor, resultando na superestimulacdo dos
seus receptores muscarinicos e nicotinicos, que se localizam na maioria
dos 6rgdos do corpo. E importante destacar que 70-80% da inibicao é
necessaria para que ocorra a toxicidade sistémica. A “‘sindrome
colinérgica” ¢é entdo a consequéncia desta superestimulacdo, que tem
como caracteristicas 0 aumento da transpiracdo e salivacdo, profunda
secrecdo brbnquica, broncoespasmo, miose, aumento da motilidade
gastrointestinal, diarreia, tremores e espasmos musculares. Esta pode
levar a morte devido a insuficiéncia respiratéria em decorréncia da
inibicdo de centros respiratérios no tronco cerebral ocasionando
broncoespasmo e paralisia dos musculos respiratorios (EATON et al.,
2008; SLOTKIN, 2004; VALLE e LOTTI, 2015).

Além da “sindrome colinérgica” a exposi¢do aguda aos OFs
pode levar ao desenvolvimento da sindrome intermediaria (SI) ou da
neurotoxicidade tardia induzida por organofosforados (NTIOF). Ambas,
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usualmente, acontecem apds a ingestdo de compostos OFs seja de
maneira acidental ou em tentativa de suicidio (BALTAZAR et al.,
2014; VALLE e LOTTI, 2015).

A Sl é caracterizada por distdrbios na juncdo neuromuscular
que ocorrem de 1 a 4 dias apds o envenenamento, acometendo pacientes
conscientes e que receberam tratamento para a sindrome colinérgica
aguda. A faléncia respiratdria associada a SI é um dos principais fatores
que contribuem para a alta mortalidade das intoxica¢Ges por OFs.
Embora a fisiopatologia dessa sindrome ndo seja claramente
compreendida, acredita-se que ocorra como resultado de um excesso
persistente de ACh na jungdo neuromuscular, devido a liberagdo de OFs
mais lipofilicos contidos no tecido adiposo, levando a uma inibicdo
tardia e prolongada da AChE. Além disso, a regulacio negativa ou
dessensibilizacdo de receptores pds-sinapticos da ACh ou a falha na
liberagdo pds-sindptica deste neurotransmissor, parecem contribuir na
fisiopatologia da SI. Além disso, outras possiveis causas tém sido
consideradas, tais como necrose muscular e miopatia relacionada ao
estresse oxidativo (BALTAZAR et al., 2014; VALLE e LOTTI, 2015).

A outra complicacdo desencadeada pela exposicdo aguda aos
OFs é a NTIOF. Essa é uma patologia neurodegenerativa que se
caracteriza pela axonopatia distal centro-periférica, que é seguida por
degeneracdo dos ax6nios longos presentes no sistema nervoso central
(SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP). Os sinais e sintomas
incluem formigamento das maos e dos pés, seguido por perda sensorial,
fraqueza muscular, flacidez dos musculos esqueléticos e ataxia, que
aparecem cerca de 1 - 4 semanas apds o episédio da intoxicacdo aguda
(ABOU-DONIA, 2003; CHOWDHARY et al., 2014; COSTA, 2006;
VALLE e LOTTI, 2015). De modo geral, a NTIOF néo esta relacionada
com a inibicdo da AChE, mas sim com a fosforilagdo e subsequente
envelhecimento de pelo menos 70% de uma esterase, a esterase
neurotdxica (ENT), uma serina esterase presente, ndo exclusivamente,
no sistema nervoso. A perda da funcdo da ENT, apds seu
envelhecimento, tem como resultado prejuizo na homeostase de
fosfolipidios de membrana e na funcédo do reticulo endoplasmatico, bem
como, perda no transporte axonal e de interagBes glio-axénios, por fim
ocorrendo degeneracdo axonal seguida pela desmielinizacdo das fibras
nervosas (BALTAZAR et al., 2014; CHOWDHARY et al., 2014
VALLE e LOTTI, 2015). Entretanto, o papel da ENT na degeneracao
axonal envolvida na NTIOF permanece obscura, tendo em vista, que
alguns pesticidas OFs que causam a neurotoxicidade tardia ndo inibem
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a ENT. Além do mais, existem OFs que inibem essa esterase, mas nao
sdo neurotoxicos. Estes fatos indicam que outros eventos induzidos
pelos OFs parecem estar relacionados com a neurotoxicidade tardia
(ABOU-DONIA, 2003; COSTA, 2006; VALLE e LOTTI, 2015).

Além desta sindrome neurotoxica, ha também a
neurotoxicidade crénica induzida por organofosforados (NCIOF), uma
patologia do SNC que envolve neurodegeneragdo resultando em
anormalidades neurolégicas, neurocomportamentais e
neuropsicoldgicas. A NCIOF acontece devido a exposi¢do a uma unica
e grande dose téxica ou a pequenas doses subclinicas, e persiste por
anos apds a exposicdo, apresentando efeitos diferentes dos colinérgicos
e da NTIOF. Nos casos de NCIOF, os sinais e sintomas incluem dor de
cabega, sonoléncia, tonturas, ansiedade, apatia, confusdo mental,
inquietacdo, emocles labeis, anorexia, insbnia, letargia, fadiga,
incapacidade de se concentrar, déficits de memoria, depresséo,
irritabilidade, confusdo, fraqueza e tremores. Nesta sindrome, as lesdes
neuropatolégicas sdo observadas em varias regiées do SNC, incluindo o
cortex, hipocampo e cerebelo. Estas lesGes sdo caracterizadas pela
morte de células neuronais resultante de necrose ou apoptose (ABOU-
DONIA, 2003).

Entretanto, pouco se sabe a respeito dos mecanismos
envolvidos nas sindromes neurotoxicas; sugere-se que, nos casos de
toxicidade cronica (exposicdes repetidas ou a longo prazo), ndo haja a
participacdo da inibicdo da AChE como alvo primario, ou seja, eventos
ndo-colinérgicos (alternativos) poderiam estar relacionados (Da SILVA,
2006). Estudos ja& vém demonstrando que a indugdo de estresse
oxidativo por OFs, através da alteracdo da atividade de enzimas
antioxidantes, aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) levando a peroxidacéo lipidica, podem ter um importante papel
na toxicidade desses compostos em vez da inibicdo da AChE
(BROCARDO et al., 2005; GULTEKIN et al., 2000; LEE, et al., 2012;
SAULSBURY et al., 2009).

Também foi visto que exposicBes crbnicas ao diclorvos
induziram neurodegeneracdo apoptética, pelo aumento dos niveis de
Ca?* na mitocdndria levando a disfuncdo mitocondrial e inducéo de
estresse oxidativo (KAUR et al., 2007). Além disso, um recente
trabalho do nosso grupo mostrou que exposi¢des repetidas ao malation,
causou alteragBes bioquimicas hipocampais em camundongos, tais
como disfungdo mitocondrial, ativagdo astroglial e aumento nos niveis
das proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak, contribuindo para os danos
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cognitivos observados. Estas alteracbes ndo foram acompanhadas da
diminuicdo da atividade da AChE hipocampal nem de sinais evidentes
de toxicidade colinérgica (dos SANTOS et al., 2016).

1.2.3. Tratamento das intoxica¢des por OFs

O tratamento das intoxicagbes agudas por OFs envolve
medidas gerais, drogas antimuscarinicas, reativadores da enzima AChE
e a utilizacdo de benzodiazepinicos (CHOWDHARY et al., 2014; IYER
etal., 2015; KING e AARON, 2015).

Primeiramente sdo realizadas condutas que tentam eliminar o
contato do paciente com o composto OF. Portanto, tais medidas gerais
envolvem a remocdo do wveneno ndo absorvido, seja pela
descontaminacédo da pele, quando a via de exposicdo for a via dérmica,
ou, no caso de ingestdo, a lavagem gastrica que deve ser efetuada dentro
de 2 horas apds o contato com o toxicante, além da administracdo de
carvdo ativado. Algumas medidas de suporte também sdo utilizadas,
como a manutenc¢do da ventilagdo, o controle da frequéncia cardiaca e
da pressdo arterial (CHOWDHARY et al., 2014).

Posteriormente, sdo utilizados os agentes antimuscarinicos,
oximas e benzodiazepinicos. A atropina é a principal droga utilizada
nos casos de envenenamento agudo por OFs. Este composto € um
alcaloide que atua como antagonista competitivo de receptores
muscarinicos da ACh tanto do SNC quanto do SNP, competindo pelo
mesmo sitio de ligagdo. (KING e AARON, 2015; IYER et al., 2015;
VALLE e LOTTI, 2015). A administracdo da atropina tem como
objetivo reverter a hiperestimulacdo dos receptores muscarinicos
causada pelo acimulo da ACh. Portanto, a utilizagdo desse alcaloide é
importante na reducdo dos sintomas muscarinicos, tais como salivacéo,
lacrimejamento, nauseas, vOmitos, diarreia, bradicardia e,
principalmente, no controle dos sintomas respiratérios como, as
secrecbes bronquicas, broncoespasmo, broncoconstricdo e edema
pulmonar. Todavia as manifestacdes nicotinicas ndo sdo prevenidas, ja
que a atropina reverte apenas o0s sintomas muscarinicos
(CHOWDHARY et al., 2014; KING e AARON, 2015; VALLE e
LOTTI, 2015).

Ja as oximas funcionam como reativadores das ChEs,
promovendo a reativagdo enzimética e, portanto, restaurando a sua
fungdo. As oximas sdo moléculas que possuem um nitrogénio
quaternario que se liga diretamente ao sitio anibnico da enzima,
deslocando a ligagdo do OF junto ao sitio esterasico por serem doadores
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de préton H”, estabelecendo uma ligagio oxima-OF e reativando dessa
forma a enzima (GONCALVES et al., 2006). Assim, quando reativada
a AChE ¢é capaz de degradar a ACh evitando a hiperestimulacéo dos
seus receptores. Porém, como mencionado anteriormente, as ChEs séo
altamente susceptiveis ao processo de envelhecimento deixando a
enzima refratdria a  reativadores (ABOU-DONIA, 2003;
CHOWDHARY et al., 2014). Portanto, para uma reativacdo eficaz é
necessaria a administracdo das oximas dentro de 24 horas apds
intoxicagdo aguda pelos OFs (CHOWDHARY et al., 2014). A figura 7
mostra o processo de inibigéo, reativacdo e envelhecimento da enzima
AChE.

Figura 7: Processos de inibicdo, reativagdo e envelhecimento da
enzima AChE.
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O processo de inibigdocorre através da fosforilagdo pelo grupo fosforil (P=0)
dos OFs da hidroxila do residuo de serina. As oximas podem reativar a AChE
pela sua ligacéo ao sitio anibnico da enzima, deslocando a ligacdo do OF junto
ao sitio esterasico por serem doadores de préton H', estabelecendo uma ligago
oxima-OF e reativando dessa forma a enzima inibida. O Processo de
envelhecimento consiste na perda por eliminagdo ou desalquilacdo do fosforo
conjugado do OF, por meio da quebra da ligagdo oxigénio-alquil resultando em
um complexo anibnico bastante estdvel (AChE-OF). Quando este processo
acontece, a enzima pode ser considerada irreversivelmente inibida, resistindo a
acdo de reativadores, como as oximas. Adaptado de Gongalves et al., 2006.
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O efeito benéfico das oximas nessas intoxicagdes € a reversao
das manisfestacBes nicotinicas periféricas como a fraqueza muscular e a
paralisia (KING e AARON, 2015). Existem cinco oximas mais comuns
em uso que incluem a pralidoxima (Px), trimedoxima, obidoxima,
metoxima e HI-6 (CHOWDHARY et al.,, 2014; IYER et al., 2015),
sendo a pralidoxima a oxima mais comumente utilizada em todo o
mundo (CHOWDHARY et al., 2014). As oximas parecem ter uma
capacidade limitada para atravessar a barreira hemato-encefalica, fato
que torna os efeitos clinicamente insignificantes no SNC, embora haja
alguma evidéncia de que a pralidoxima possa cruzar essa barreira
(CHOWDHARY et al., 2014; IYER et al., 2015; VALLE e LOTTI,
2015).

A administragdo de benzodiazepinicos ocorre principalmente
para interromper episédios de convulsdes induzidos pela exposicdo aos
OFs (KING e AARON, 2015). A acdo principal desses compostos é
intensificar a resposta a0 GABA (&cido gama-aminobutirico), um
neurotransmissor que medeia a transmissdo sinaptica inibitéria no SNC,
por meio da ligacdo aos seus receptores GABA (canal idnico controlado
por ligante que permeia cloreto). Os benzodiazepinicos atuam sobre 0s
receptores GABA de forma seletiva e alostericamente aumentando a
afinidade do GABA pelos seus receptores e assim facilitando a abertura
do canal de cloreto. Desta forma, esses compostos melhoram a acéo do
GABA reduzindo a ansiedade, agitagdo, fasciculagdes musculares e
convulsbes (CHOWDHARY et al., 2014; RANG e DALE, 2007). O
diazepam (Valium) tem sido a principal escolha como
anticonvulsivante. Este farmaco tem demonstrado aumentar a taxa de
sobrevivéncia de pacientes que sofreram exposicdo aos OFs, por
interromper efetivamente as convulsbes (IYER et al.,, 2015). Além
disso, segundo Vale e Lotti , 2015, varios estudos farmacocinéticos em
animais mostraram que o diazepam aumenta os beneficios da atropina e
da classica combinacdo de atropina e oximas (VALE e LOTTI, 2015).
Por outro lado, esse benzodiazepinico tem apresentado algumas
desvantagens graves. Quando administrado em doses mais elevadas o
diazepam diminui as funcBes de controle motor e, em doses mais
baixas, tém efeitos secundarios indesejaveis, incluindo amnésia e
atividade sedativa. Além disso, o repetido uso de diazepam também
pode levar ao desenvolvimento de tolerancia e dependéncia (IYER et
al., 2015).
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1.3. CLORPIRIFOS

Nos EUA dentro da classe dos inseticidas OFs, o Clorpirifds
(CPF) vem sendo o mais empregado na agricultura desde 2007
(GRUBE et al., 2011). No Brasil, desde 2004, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a industrializacdo, producdo,
distribuicdo, comercializacdo e entrega de inseticidas de uso doméstico
e em ambientes coletivos a base de CPF. Porém, para fins agricolas, o
CPF tem o registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento e, segundo a ANVISA, tem seu emprego permitido para
aplicacdo nas folhas de culturas de algodao, batata, café, feijdo, macd,
milho, soja, trigo, entre outras, podendo também ser aplicado no solo
nas culturas de batata e milho. Da mesma forma, nos EUA, o uso
residencial deste inseticida foi abolido desde 2001, limitando sua
utilizacdo na agricultura (U.S. EPA 2000).

Em relagdo as exposi¢cdes ao CPF, a via dérmica e inalatéria
sdo as mais relevantes em comunidades agricolas, gerando um grave
problema de salde publica devido a exposicdo ocupacional de
trabalhadores responsaveis por aplicar o pesticida, além da exposicao
ambiental dos moradores de areas préximas a lavouras tratadas com
este composto. Por outro lado, o contato por meio da dieta parece ser a
principal fonte de exposi¢cdo ndo ocupacional, uma vez que 0 USO
residencial foi proibido, reduzindo a exposicao por inalagdo (EATON et
al., 2008).

O CPF é um inseticida organofosforotioato (O,O-dietil O-
3,5,6-tricloro-2-piridil ~ fosforotioato) amplamente utilizado na
agricultura. E um composto lipofilico e, portanto, é capaz de atravessar
facilmente as membranas celulares, entrando no citoplasma das células
(KI et al.,, 2013). A estrutura quimica desse composto pode ser
observada na figura 8.

Figura 8: Estrutura quimica do clorpirifos.
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Clorpirifos (O,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosfotioato) Eaton et al., 2008.
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O CPF é metabolizado podendo sofrer o processo de
bioativacdo gerando o metabdlito téxico clorpirifés oxon (CPF-O).
Além disso, pode também ser detoxificado formando metabolitos ndo
toxicos com o 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPy), metabdlito especifico
do clorpirifés e o dietilfosforotioato (DEFT) (EATON et al., 2008). O
CPF, por acdo do citocromo P-450 (CPY), gera um intermediario
instavel que se hidrolisa espontaneamente para formar DEFT e TCPy,
0s quais sdo eliminados pela urina. Por outro lado, pela acdo do CPY, o
CPF é oxidado sendo bioativado formando o CPF-O que, por sua vez,
pode sofrer a acdo da PON1 que degrada esse composto a metabélitos
ndo téxicos como o TCPy e o dietilfosfato (DEF), que sdo excretados
pela urina (EATON et al., 2008).0 esquema da metabolizacdo do CPF
pode ser observado na figura 9.

Figura 9: Metabolismo do Clorpirifos.
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A detoxificacdo do clorpirifés (CPF) leva a formacdo do 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCPy), metabdlito especifico do clorpirifés e o dietilfosforotioato
(DEFT). O CPF pode ser bioativado formando o clorpirifés-oxon (CPF-O) e
esse por acdo da paroxonase-1 (PON1) é degradado a metaboélitos ndo toxicos
como o TCPy e o dietilfosfato (DEF). Adaptado de Crane et al., 2012.

O CPF é considerado uma neurotoxina por causar inibicdo da
AChE no SNC (KI et al., 2013). Apesar de sua capacidade de inibir a
AChE ser fraca, ao ser metabolizado, o CPF gera um metabdlito ativo
toxico e mais potente, o CPF-O. A habilidade do CPF-O em se ligar e
inibir irreversivelmente a AChE no SNC é o mecanismo de acédo
primario. Porém, ndo é necessariamente o Unico envolvido nos efeitos
toxicos do CPF (EATON et al. 2008). Saulsbury e colaboradores
demonstraram que a neurotoxicidade induzida pelo CPF ndo foi
associada a ativacdo colinérgica, uma vez que antagonistas dos
receptores muscarinicos e nicotinicos ndo foram capazes de reverter a
diminuigdo da viabilidade celular induzida pelo CPF (SAULSBURY et
al., 2009).

1.3.1.  Mecanismos nao-colinérgicos

Neste contexto, recentes estudos vém indicando possiveis
mecanismos alternativos (ndo-colinérgicos) para a neurotoxicidade
deste pesticida. Um mecanismo proposto € a inducdo do estresse
oxidativo pelo CPF. Alguns trabalhos mostraram que o CPF foi capaz
de gerar dano oxidativo em varios modelos in vitro, nos quais este
pesticida foi responsavel por induzir o aumento de EROs causar
peroxidacdo lipidica, dano ao DNA e deplecdo de glutationa (GSH)
(GIORDANO et al., 2007; SAULSBURY et al., 2009; LEE et al., 2012;
Kl et al., 2013; LEE et al., 2014). Além disso, o CPF causou disfuncéao
mitocondrial, uma vez que levou a inibicdo da atividade do complexo |
da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (LEE et al., 2012).

De particular importancia, foi demonstrado que a toxicidade
induzida pelo CPF é aumentada pela deplecdo de GSH intracelular. Um
estudo utilizando cultura de neurdnios granulares do cerebelo de
camundongos que ndo expressavam a enzima glutamato cisteina ligase
(GCL), a primeira enzima da sintese de GSH, mostrou que a
neurotoxicidade do CPF e de seu metabdlito oxon foi significativamente
aumentada (GIORDANO et al., 2007). Outro estudo mostrou que o pré-
tratamento de células progenitoras de oligodendrocitos com dietil
maleato (DEM), um agente que depleta a GSH intracelular, também
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aumentou a citotoxicidade induzida pelo CPF (SAULSBURY et al.,
2009). Estes dados indicam que a reducdo dos niveis de GSH, parece
ser um evento importante no mecanismo de toxicidade induzido pelo
CPF.

A GSH é um tripeptideo encontrado ndo somente no citosol,
como também estd presente no ndcleo e na mitocondria, onde
desenvolve um importante papel como antioxidante. Esta molécula é o
tiol ndo-protéico mais abundante e eficiente antioxidante presente nas
células onde sua concentracdo varia entre 1 e 10 mM. A GSH pode
atuar como um scavenger de EROs, pela reacdo direta sobre os radicais,
assim como é um substrato para as reacdes catalisadas pela glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa transferase (GST). A deplecdo da GSH e
a regulacdo de algumas enzimas relacionadas com a GSH podem estar
relacionadas com eventos criticos na fisiologia e em situacbes
patolégicas que comprometem a homeostase das células neurais
(MAZZETTI et al., 2015).

Por outro lado, a utilizacdo de compostos antioxidantes tem
minimizado os efeitos tdxicos do CPF. Foi visto que a N-acetilcisteina
(NAC), uma molécula precursora da GSH, reduziu a producéo EROs, a
peroxidacdo lipidica e a morte celular induzida pelo CPF (LEE et al.,
2012; Kl et al., 2013; LEE et al., 2014). Outro composto antioxidante
que apresentou efeitos protetores perante a toxicidade do CPF foi o
Trolox. O Trolox é uma molécula analoga a vitamina E, porém, mais
hidrossolivel, que foi capaz de reverter a diminuicdo da viabilidade
induzida pelo CPF (SAULSBURY et al., 2009). Esses dados da
literatura indicam o papel do estresse oxidativo no mecanismo de
toxicidade do CPF.

Além disso, alguns estudos vém demonstrando a ativacdo de
MAPKSs pelo pesticida CPF como um evento envolvido na sua
toxicidade (CAUGHLAN et al., 2004; KIl, et al., 2013; LEE, et al.,
2012). Um trabalho mostrou que a ativagdo da ERK1/2 contribuiu para
reducdo da viabilidade celular e inducdo de apoptose em uma cultura
primaria de neurdnios ap6s exposicdo tanto ao CPF quanto ao CPF-O
(CAUGHLAN et al., 2004). Além disso, foi observado que a utilizacdo
dos inibidores da MEK/ERK1/2 e da p38™"™ protegeram da reducao
da viabilidade celular induzida pelo CPF em células SH-SY5Y e PC12
(Kl, etal., 2013; LEE, et al., 2012).

As proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS)
compdem um grupo de serina-treonina cinases que conduzem,
amplificam e integram sinais originados de uma variedade de estimulos
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extracelulares. Entre estes estimulos pode-se citar fatores  de
crescimento, toxinas, citocinas ou estresse ambiental (TIBBLES e
WOODGETT, 1999). Esta sinalizacdo resulta em respostas celulares
como proliferagdo, diferenciacdo, desenvolvimento, inflamagdo e
apoptose (DONG e BODE, 2003).

As MAPKSs sdo agrupadas em pelo menos quatro familias com
base na similaridade das sequéncias de aminoacidos, mecanismos
de regulacdo e mecanismos de ativacdo (ROBINSON e COBB,
1997). Estas familias compreendem as proteinas cinases 1 e 2
reguladas por sinal extracelular (ERK 1/2), uma das familias de
MAPKs mais estudadas no SNC; e as proteinas cinases ativadas por
estresse (SAPKSs) que incluem as c-Jun amino terminal cinases
(JNKs), composta pelas isoformas JNK 1/2/3 e a p38"4"¥ composta
pelas isoformas p38a, p38B, p38y e p385. A ativacdo de todas
asMAPKSs ocorre por dupla fosforilagdo em residuos de treonina e
tirosina (CARGNELLO e ROUX, 2011).

A cascata de sinalizacdo das MAPKs esta representada na
figura 10, e é composta por 3 cinases a qual se inicia pela chamada
cinase da cinase da MAP cinase (MAPKKK). Esta, por sua vez, ativa
uma segunda cinase, a MAPKK (cinase da MAP cinase) através de
residuos de serina e treonina. A ativacdo dessa é responsavel pela
subsequente fosforilacdo de MAPKSs em residuos de treonina e tirosina
(ROBINSON e COBB, 1997; CARGNELLO e ROUX, 2011).
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Figura 10: Cascata de sinalizacdo das proteinas cinases ativadas por
mitdgenos.
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Todas as vias das MAPKs quando ativas iniciam uma cascata de fosforilagdo
que resulta em vérios tipos de respostas celulares. Adaptado de
www.cellsignaling.com. Acesso em: 24.11.2016.

Chen e colaboradores (2012), demonstraram o papel da
hiperfosforilagdo da GSK3f nas alteragdes comportamentais induzidas
pelo CPF em um modelo animal de depressdo, sugerindo como um
mecanismo ndo colinérgico envolvido na neurotoxicidade desse OF
(CHEN etal., 2012).

A glicogénio sintase cinase-3 f (GSK3p) recebeu este nome
devido a descoberta do seu envolvimento na fosforilagdo e consequente
inativacdo da glicogénio sintase, enzima chave do metabolismo do
glicogénio (GRIMES e JOPE, 2001). Existem duas formas altamente
homologas de GSK3 em mamiferos, a GSK3a e a GSK3p. A enzima
GSK3p é amplamente expressa em todos os tecidos, com niveis
abundantes particularmente no cérebro (WOODGETT, 1990). A GSK3
¢ uma serina/treonina cinase que apresenta um papel central na
regulacdo da plasticidade neuronal, da expressdo génica e na
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sobrevivéncia celular, e pode ser um componente chave de certas
doencas psiquiatricas e neurodegenerativas (GRIMES e JOPE, 2001).

A atividade da GSK3 pode ser inibida pela fosforilacdo da Ser-
9. Tém sido descritas vérias cinases capazes de realizar esta
modificacdo, como por exemplo a AKT (também chamada de proteina
cinase B - PKB), certas isoformas da proteina cinase C (PKC), a
proteina cinase dependente de AMPc (PKA), bem como a cinase
p38MA"X Por outra lado, sua ativacéo parece envolver a fosforilacio da
Tyr-216 ou pela reducédo da fosforilagdo da Ser-9 (BIKKAVILLI et al.,
2008; GRIMES e JOPE, 2001).

A GSK3p tem papel em muitos sistemas de sinalizagdo
intracelular. Uma das vias mais estudadas é a via de sinalizacdo da Wnt
que é regulada pela GSK3p. Essa via refere-se a uma grande familia de
glicoproteinas que atuam sobre uma familia de receptores ligados a
membrana. A B-catenina é um componente dessa via. Quando a via da
Whnt estd inativa, a GSK3p, constitutivamente ativa (ndo-fosforilada)
promove a fosforilacdo da B-catenina, a qual é encaminhada para a
degradacdo via ubiquitina-proteassoma. No entanto, em situac@es que a
via encontra-se ativada, GSK3p ¢ inativada por fosforilagdo e dessa
forma permite que a B-catenina entre no nicleo da célula e interaja com
fatores de transcri¢do, regulando assim a expressdo génica (GRIMES e
JOPE, 2001).

Cabe ressaltar dentro destes mecanismos regulatérios, a
modulacdo da enzima AKT, uma serina/treonina cinase que possui dois
sitios regulatérios de fosforilagdo, o Thr-308 no dominio catalitico e
Ser-473 no dominio regulatério C-terminal (NICHOLSON e
ANDERSON 2002). Essa proteina pode regular através da fosforilacdo
a funcdo de muitas proteinas celulares envolvidas em processos
relacionados a0  metabolismo,  apoptose, proliferacdio e
neuroplasticidade (SONG et al., 2005), como a proteina GSK3p
(GRIMES e JOPE, 2001). No entanto, pouco se sabe a respeito da
ativagdo da via AKT/GSK3pB/B-catenina frente a exposi¢do aos
compostos OFs e sua relacdo com os efeitos toxicos induzidos pelos
mesmos.
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com o CIT/SC e o SINITOX, sdo numerosos 0s
casos de intoxicacdo por agrotdxicos registrados anualmente no estado
de Santa Catarina e no Brasil e grande parte desses casos acarretam em
Obitos. Além disso, de acordo com o PARA da Anvisa, no ano de 2016,
mais da metade das amostras analisadas de alimentos de origem vegetal,
representativos da dieta da populacdo brasileira, apresentaram
contaminagdo por agrotdxicos. Esses dados indicam a magnitude do
problema e a necessidade de pesquisas que busquem elucidar os
mecanismos de toxicidade desses compostos, a fim de identificar
tratamentos mais eficazes para os casos de intoxicagao.

A toxicidade dos pesticidas OFs apresenta um mecanismo bem
estabelecido que envolve a inibicdo da enzima AChE, como alvo
primario, desencadeando uma variedade de sinais e sintomas que
caracterizam a “sindrome colinérgica”. Por outro lado, algumas
evidéncias indicam que efeitos ndo-colinérgicos, ou seja, que ndo estao
relacionados com a inibicdo da AChE, podem ser responsaveis pelo
desenvolvimento de sindromes neurotoxicas induzidas pelos OFs. Deste
modo, é de extrema importancia investigar outros mecanismos
moleculares, além da inibicdo da AChE, que podem potencialmente
contribuir para a neurotoxicidade desses compostos.

Vale ressaltar que a busca por outros eventos associados a
exposi¢do aos pesticidas OFs é importante, uma vez que o tratamento
antidoto convencional, utilizado em casos de intoxica¢des humanas por
esses pesticidas, baseia-se particularmente no antagonismo dos efeitos
colinérgicos decorrentes da inibicdo da enzima AChE. Este tratamento
envolve a utilizacdo de atropina (antagonista colinérgico), pralidoxima
(reativador da colinesterase) e benzodiazepinicos, para interromper
episédios de convulsbes. Entretanto, este tratamento convencional
parece ser limitado e apresenta alguns problemas em relacdo a sua
eficacia bem como, o aparecimento de efeitos indesejaveis.

Desta forma, o conhecimento gerado a respeito de mecanismos
moleculares nédo-colinérgicos envolvidos na toxicidade dos pesticidas
OFs pode, futuramente, melhorar a conduta clinica padrao realizada em
individuos intoxicados com esses pesticidas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis eventos ndo-colinérgicos envolvidos na
neurotoxidade induzida pelo pesticida CPF e seu metabdlito CPF-O em
cultivos celulares de neurdnios hipocampais de camundongos (linhagem
HT22).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os efeitos da exposicdo ao CPF e CPF-O nas células
HT22 sobre marcadores de viabilidade (reducdo do MTT) e
citotoxicidade (liberacdo da lactato desidrogenase (LDH) e
incorporacao do iodeto de propideo (IP));

Il.  Avaliar o efeito da atropina e da pralidoxima frente a
neurotoxicidade induzida pelo CPF ou pelo CPF-O sobre as
células HT22 através do ensaio da reducdo do MTT;

Ill.  Verificar a geracdo de espécies reativas em resposta a
exposicdo ao pesticida (CPF e CPF-0O) através do ensaio do
diidroetideo (DHE);

IV.  Auvaliar o efeito da exposicdo ao pesticida (CPF e CPF-O)
sobre a concentracdo de GSH (marcador de estresse oxidativo)
através da medida dos niveis de tidis ndo-proteicos (NPSH);

V.  Avaliar o efeito de compostos antioxidantes, como o Trolox e a
NAC sobre a neurotoxicidade induzida pelo CPF ou pelo CPF-
O sobre as células HT22 através do ensaio de reducdo do MTT;

VI.  Avaliar o efeito da exposicdo ao pesticida (CPF e CPF-O)
sobre o conteldo total e a fosforilagdo das MAPKs (ERK1/2,
P38MAPKy ‘em células HT22, através da técnica de Western
blotting (WB);

VII.  Avaliar o efeito da exposicdo ao pesticida (CPF e CPF-O)
sobre o conteudo total e a fosforilacdo das proteinas AKT,
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GSK3p e o conteldo de B-catenina em células HT22, através
da técnica de Western blotting (WB);

Investigar o envolvimento da ERK1/2 e p38M*" na
neurotoxicidade induzida pelo pesticida (CPF e CPF-0O)
utilizando inibidores, através do ensaio da reducdo do MTT.

Investigar o envolvimento da ERK1/2 com os niveis de GSH,
por meio do uso do inibidor U0126 através da medida dos
niveis de tiéis ndo-proteicos (NPSH);
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. REAGENTES

O pesticida clorpirifds e seu metabolito clorpirifés-oxon foram
obtidos das empresas Sigma-Aldrich e Interprise, respectivamente.
Estes compostos foram preparados em dimetilsulféxido (DMSQ) puro,
na concentracdo de 300 mM (solugdo mée), e aliquotas de 20 uL foram
preparadas e mantidas a -20°C. A partir da solucdo mée foi realizada a
primeira diluicdo em agua milliQ estéril e, para as diluicdes seguintes,
foi utilizada uma solucdo de DMSO a 2%, afim de que a concentracao
final de DMSO nos pocos da placa de cultivo ndo ultrapassasse a
concentracdo de 0,5%.

Os compostos acetilcolina, Trolox e N-acetilcisteina foram
obtidos da empresa Sigma-Aldrich. Os inibidores das MAPKS,
MEK/ERK1/2 (U0126) e p38MA"K (SB203580), foram obtidos da
empresa Cell Signaling Technology. Os anticorpos primarios anti-fosfo-
ERK1/2 (M8159) e anti-total-ERK1/2 (M5670) foram obtidos da
empresa Sigma-Aldrich, o anticorpo anti-fosfo-p38™" (05-1059) da
empresa Millipore e o anticorpo anti-total-p38"*" (M0800) da empresa
Sigma-Aldrich. O anticorpo anti-fosfo-AKT (P4112) foi obtido da
empresa Sigma-Aldrich e os anticorpos anti-total-AKT (#9272), anti-
fosfo-GSK3p (#9336) e anti-total-GSK3p (#9315) da empresa Cell
Signaling Technology. O anticorpo anti-p-catenina (C2206) foi obtido
da empresa Sigma-Aldrich e o anticorpo anti-p-actina (sc-47773) foi
obtido da empresa Santa Cruz Biotechnology. Os anticorpos
secundarios anti-rabbit (AP132P) e anti-mouse (AP308P) foram obtidos
da empresa Millipore. O meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) e o soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da empresa Gibco
Life Technologies.

4.2. CULTIVO CELULAR

No presente trabalho foi utilizado uma linhagem celular de
neurdnios hipocampais de camundongos (HT22), que foi gentilmente
doada pelo Salk Institute, por intermédio do professor Dr. Alcir Luiz
Dafre. As células HT22 sdo uma sublinhagem derivada das células
HT4, que foram originalmente imortalizadas a partir de uma cultura
primaria de neurbnios hipocampais de camundongos (FREDERIKSEN
et al., 1988). Foi demonstrado por Liu e colaboradores, 2009, que as
células HT22 expressam marcadores colinérgicos, tais como a colina
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acetiltransferase (ChAT), enzima responsavel pela sintese de
acetilcolina, um importante marcador de neurdnio colinérgico, além do
transportador de alta afinidade pela colina (TAC), transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT) e receptores muscarinicos (M1 e
M2) (LIU et al., 2009).

As células foram cultivadas em DMEM, pH entre 7,2-7,3,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, inativo pelo calor na
temperatura de no maximo 57°C por 40 minutos), 2 mM de glutamina,
0,28 pg/uL de gentamicina e 250 pg de anfotericina B e mantidas em
atmosfera contendo 5% de CO,, a 37°C. O meio de cultivo era trocado a
cada 2 dias e, ao atingirem uma confluéncia de 80-90%, as células eram
repicadas utilizando tripsina (0,05%).

Os experimentos foram realizados utilizando células entre a 52
e a 152 passagem, apresentando uma confluéncia de 75 a 85%. O
numero de células foi padronizado por meio de contagem em camara de
Neubauer e as mesmas eram cultivadas em placas de 6, 12, 24 ou 96
pocos, de acordo com a necessidade experimental.

4.3. TRATAMENTOS DO CULTIVO CELULAR

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. Ap6s 24 horas em cultura, o meio foi trocado para
DMEM contendo 1% de SFB e as células foram submetidas aos
diferentes tratamentos como explicado a seguir.

Primeiramente, foram realizados estudos de toxicidade, nos
quais as células HT22 foram expostas a diferentes concentra¢fes do
pesticida CPF e do seu metabdlito oxon (0,3 - 300 uM). As células
controle foram tratadas com DMSO 0,1%, o veiculo do CPF e CPF-O.
Os experimentos foram realizados ap6s 24 horas de exposicdo. A figura
11 apresenta a linha do tempo descritiva desse protocolo experimental
1.
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Figura 11: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 1.

@ 24h 24h
| | |
] I |

Celulas semeadas CPF ou CPF-O MTT
DMEN 10% SBF (0,3 - 300 puM) ou LDH
veiculo

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apbs 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB e as células HT22 foram expostas a diferentes concentragfes do pesticida
CPF e do seu metabdlito oxon (0,3 - 300 uM) ou tratadas com DMSO 0,1%, o
veiculo do CPF e CPF-O. Apoés 24 horas de tratamento foram realizados os
ensaios de MTT e LDH.

Baseado neste experimento inicial, foi calculada a CI30
(Concentragdo Inibitéria de 30%) para o CPF (150 uM) e para o CPF-O
(30 uM) e as células foram entdo expostas a estes pesticidas nessas
concentrac@es por 1, 3, 6, 24 e 48 horas, conforme descrito na figura 12.

Figura 12: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 2.

@ 24 h lh 3h  6h 24h 48h

| | | | | I |
L 4 >

! ) | ! ¥
Células semeadas
DMEN 10% SBF CPF 150 uM- ou MTT

CPF-0O 30 pM) ou LDH
veiculo IP

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Ap06s 24 horas em cultura, 0 meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB e as células HT22 foram expostas a 150 uM de CPF, 30 uM de CPF-O ou
tratadas com DMSO 0,1% (veiculo). Apos 1, 3, 6, 24 e 48 horas de tratamento
foram realizados os ensaios do MTT, LDH e IP.

Para avaliar a relacdo da ativacdo colinérgica com a toxicidade
do CPF e CPF-O, as células HT22 foram primeiramente tratadas com
concentracg@es crescentes de Px (10 uM - 1 mM) ou veiculo (Agua Milli-
Q estéril), atropina (100 uM - 1mM) ou veiculo (agua Milli-Q estéril) e
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ACh (30 uM - 5mM) ou veiculo (DMSO 0,1%) por 24 horas. A figura

13 apresenta a linha do tempo descritiva desse protocolo experimental
3.

Figura 13: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 3.

— 24 h 24h

Células semeadas Px (10 uM a 1 mM) ou MTT
DMEN 10% SBF  ACh (30 uM a5 mM) ou Atropina (100
puhia 1 mhd)

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Ap06s 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB e as células HT22 foram tratadas com concentragdes crescentes de Px (10
uM - 1 mM) ou veiculo (dgua Milli-Q estéril), atropina (100 uM - 1mM) ou
veiculo (agua Milli-Q estéril) ACh (30 uM - 5mM) ou veiculo (DMSO 0,1%)
por 24 horas. Ap6s 24 horas de tratamento foi realizado o ensaio do MTT.

Apo0s, as células foram tratadas concomitantemente com 100
uM de pralidoxima e 150 uM de CPF ou 30 uM de CPF-O por 24
horas, conforme a figura 14.

Figura 14: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 4.

@ 24h 24h
-] | |,

| v v

Células semeadas Cotratamento com 100 uM Px

S <+ CPF 150 uM ou
i o
DMEN 10% SBF CPF-0 30 uM
As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apds 24 horas em cultura, 0 meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB e as células HT22 foram cotratadas com 100 uM Px e 150 uM de CPF ou

30 UM de CPF-O por 24 horas. Ap6s 24 horas de tratamento foi realizado o
ensaio do MTT.

MTT
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As células também receberam tratamento concomitante com 1
mM de atropina e 1 mM de acetilcolina ou 150 uM de CPF ou 30 uM
de CPF-O por 24 horas, conforme a figura 15.

Figura 15: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 5.

@ 24h 24h
| | |
& >
' ! |
Céhulas semeadas Cotratamento com | mM Afropina

DMEN 10% SBF + CPF 150 uM, ou
CPF-0 30 uM. ou 1 mM ACh

MTT

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Ap06s 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB e as células HT22 foram cotratadas com 1 mM de atropina e 1 mM de
acetilcolina ou 150 uM de CPF ou 30 uM de CPF-O por 24 horas. Apds 24
horas de tratamento foi realizado o ensaio do MTT.

Para testar o efeito protetor de compostos antioxidantes frente
a citoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O as células foram pré-tratadas
com os compostos Trolox ou NAC. Os ensaios onde o antioxidante
Trolox foi utilizado, as células foram pré-tratadas com este composto
nas concentracdes de 100 uM e 200 uM ou com veiculo (DMSO 0,1%)
durante 1 hora e, em seguida, foram expostas ao CPF (150 uM) ou ao
CPF-O (30 uM) ou ao perdéxido de t-butila (t-BuOOH, 40 uM, 24 horas)
por 24 horas. A figura 16 mostra a linha de tempo descritiva desse
protocolo experimental 6.

Figura 16: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 6.

] 24h 24h
| I |
L >
| v v
Células semeadas  Pré-trafamento com 100 ou 200 uM de MTT

DMEN 10% SBF  Trolox + 40 pM BuOOH ou CPF 130
pm ou CPF-0 30 pM

(Legenda na proxima pégina)
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As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apbs 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB as células foram pré-tratadas com Trolox nas concentragfes de 100 uM e
200 puM ou com veiculo (DMSO 0,1%) durante 1 hora e, em seguida, foram
expostas ao CPF (150 uM) ou ao CPF-O (30 uM) ou ao perdxido de t-butila (t-
BuOOH, 40 puM, 24 horas) por 24 horas. Apds 24 horas de tratamento foi
realizado o ensaio do MTT.

Nos experimentos utilizando o antioxidante N-acetilcisteina
(NAC), as células HT22 foram pré-tratadas por 1 hora com a NAC nas
concentracGes de 3 mM e 5 mM ou com seu veiculo (dgua Milli-Q
esteéril) e, logo em seguida, expostas & 150 uM CPF ou & 30 uM de
CPF-O por 24 horas. A figura 17 mostra a linha de tempo descritiva
desse protocolo experimental 7.

Figura 17: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 7.

@ 24h 24k
-l | R

' ! L

Células semeadas  Pré-tratamento com 3 ou 5 mM de NAC MTT
DMEN 10% SBF + CPF 150 pM ou CPF-0O 30 pM .

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apbs 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB as células foram pré-tratadas com NAC nas concentragdes de 3 ou 5 mM
ou com veiculo (agua Milli-Q estéril) durante 1 hora e, em seguida, foram
expostas ao CPF (150 uM) ou ao CPF-O (30 uM) por 24 horas. Ap6s 24 horas
de tratamento foi realizado o ensaio do MTT.

Além disso, foram realizados experimentos para determinar o
efeito da exposicdo ao CPF e ou ao CPF-O sobre os niveis do anion
superéxido e GSH, sobre as MAPKs (ERK1/2, p38™*"X) e as proteinas
da via AKT/GSK3p/ B-catenina. Para esses experimentos as células
foram tratadas com CPF e CPF-O nas concentra¢es de 150 uM e 30
uM, respectivamente, durante 6 e 24 horas. Apés 6 horas foram
realizados os ensaios de DHE, NPSH e WB e ap6s 24 horas foi
realizado o WB. A figura 18 mostra a linha de tempo descritiva desse
protocolo experimental 8.
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Figura 18: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 8.

— 241 6h 24h
| | | | .
M T3 T

Células semeadas CPF 150 pM ou DHE WB
DMEN 10% SBF CPF-O30 pM, ou  NPSH
veiculo WEB

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apbs 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB as células foram expostas ao CPF (150 uM) ou ao CPF-O (30 uM) ou
DMSO 0,1% por 6 horas e apos realizou-se os ensaios de DHE, NPSH e WB.
Além disso, apds 24 horas de tratamento foi realizado o ensaio do WB.

Foram realizados experimentos com os inibidores das MAPKSs,
para investigar o possivel envolvimento dessas proteinas na
citotoxicidade do CPF e CPF-O. Nesses as células HT22 foram pré-
tratadas por 1 hora com 10 uM de U0126 (inibidor da MEK/ERK1/2), 5
1M SB203580 (inibidor da p38™*"X) e veiculo (DMSO 0,1%). Logo, as
células foram expostas ao CPF e CPF-O nas concentracfes de 150 uM e
30 uM, respectivamente, durante 24 horas. Ap6s 24 horas de tratamento
foi realizado o ensaio do MTT. A figura 19 apresenta a linha de tempo
descritiva desse protocolo experimental.

Figura 19: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 9.

@ 24h 24h
| | | .
1 { |

Células semeadas Pre-tratadas porl hora com 10 pM de U0126
DMEN 10% SBF  ou5 pM SB203580 + CPF 150pM ou  MTT
CPF-0 30 uM

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Ap0bs 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB as células foram pré-tratadas por 1 hora com 10 uM de U0126 ou 5 uM
SB203580 ou DMSO 0,1% e, em seguida, foram expostas ao CPF (150 uM) ou
ao CPF-O (30 uM) por 24 horas. Ap6s 24 horas de tratamento foi realizado o
ensaio do MTT.
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Por fim, as células HT22 foram pré-tratadas por 1 hora com 10
uM de U0126 (inibidor da MEK/ERK1/2) e apds expostas a 150 uM
CPF ou a 30 uM de CPF-O por 6 horas. Ap6s as 6 horas foi realizado o
ensaio do NPSH afim de determinar a relagdo entre ERK1/2 com os
niveis de GSH. A figura 20 apresenta a linha de tempo descritiva desse
protocolo experimental 10.

Figura 20: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 10.
@ 24h 6h
L i 1 i >
Células semeadas Pre-tratamento com 1 hora com

pM ou CPF-0O 30 uM

As células foram semeadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Ap0bs 24 horas em cultura, o meio foi trocado para DMEM contendo 1% de
SFB as células foram pré-tratadas por 1 hora com 10 uM de U0126 ou DMSO
0,1% e, em seguida, foram expostas ao CPF (150 uM) ou ao CPF-O (30 uM)
por 6 horas. Apds 6 horas de tratamento foi realizado o ensaio do NPSH.
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4.4, ENSAIOS REALIZADOS

4.4.1. Reducédo do MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo do
MTT (brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazélio)
conforme descrito por Mosmann, 1983. Este composto é reduzido por
células metabolicamente ativas através da acdo das enzimas
desidrogenases, principalmente pela acdo da succinato desidrogenase
(complexo 1l da cadeia respiratdria mitocondrial). Assim, este método é
utilizado como uma forma de avaliar além da viabilidade celular a
fungdo mitocondrial (MOSMANN, 1983). As desidrogenases clivam 0s
anéis de tetrazdlio do MTT de coloracdo amarela gerando cristais de
formazan ((4, 5-dimetiltiazol-2-il)-3, 5-difenilformazan) de cor azul
escura, que podem ser solubilizados e quantificados por meios
espectrofotométricos. Desta forma, a quantidade de cristais de formazan
formados € diretamente proporcional a quantidade de células viaveis.

Esta técnica foi realizada em células cultivadas em placas de 96
pocos na densidade de 3,5 x 10° células por pogo (35000 células/mL).
Ap0s o término de cada tratamento, 0 meio de cultivo foi removido, por
inversdo, e em seguida foi adicionado 100 uL. de MTT (0,5 mg/mL em
solucdo tampdo Hank’s, HBSS) previamente mantido & 37°C. As
células permaneceram sob incubacdo a 37°C na presenca da solucédo de
MTT por uma hora. Apds este periodo, a solucdo de MTT foi removida
e 100 uL de DMSO puro foi adicionado para solubilizagdo dos cristais
de formazan.

Ap6s a completa solubilizacdo dos cristais foi realizada a
leitura pontual da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 540 nm por meio do equipamento Multileitora Infinite M200
(TECAN). A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem do
controle (células ndo tratadas, 100%). Foram realizados 7 a 10
experimentos independentes em sextoplicata para cada tratamento.

Baseado nesses resultado, através da analise de regressédo
logaritmica, calculou -se a CI 30 (Concentracdo Inibitoria de 30%), ou
seja, a concentracdo que inibiu a viabilidade celular em 30%
quando comparada ao controle (células ndo tratadas), considerado como
100%.
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4.4.2. Liberacdo da lactato desidrogenase (LDH)

A LDH é uma enzima citosoélica responsavel por catalisar a
reacdo de reducdo do piruvato a lactato, na qual o NADH é necessario
como doador de elétrons. Esta enzima pode ser detectada no meio
extracelular na ocorréncia de um dano na membrana plasmatica e, desta
forma, é utilizada como um bom marcador de morte celular. Logo, a
liberagcdo da LDH que avalia a integridade da membrana plasmatica foi
medida de acordo com o protocolo previamente descrito (ROSA et al.,
1997; PETEGNIEF et al., 2003).

Para a realizacdo deste ensaio, as células foram cultivadas em
placas de 96 pocos na densidade de 3,5 x 10° células por poco (35000
células/mL). Ap6s o término de cada tratamento, primeiramente, foi
adicionado 10 pL de Triton X-100 a 2% (concentracdo final no pogo de
0,2%) em pocos utilizados como controles positivos para a morte
celular (100% de morte). Ap6s 15 minutos de incubacdo a 37°C foi
retirado 50 pL de meio de cultura e passados para uma nova placa de 96
POGOS.

Nesta placa contendo somente 0 meio de cultura foi adicionado
200 pL de Mix de reacdo (tampdo fosfato de potassio 0,5 M pH 7,4,
contendo, NaHCO; piruvato, e NADH). Logo, foram realizadas leituras
em espectrofotdbmetro (Multileitora Infinite M200 - TECAN) no
comprimento de onda de 340 nm de 15 em 15 segundos, por dois
minutos e meio. A liberagdo da LDH foi expressa pela percentagem do
controle positivo (células tratadas com Triton X-100, 100%). Realizou-
se 7 a 10 experimentos independentes em sextoplicata para cada
tratamento.

4.4.3. Incorporacdo do iodeto de propideo (IP)

O IP ¢ excluido pelas células vidveis, porém, pode entrar
rapidamente quando ocorrer um dano na membrana celular, sendo
também um marcador para morte celular. Ao penetrar nas células, o IP
intercala-se ao DNA permanecendo no interior das mesmas. O IP é um
fluoréforo ou fluorocromo, composto que emite fluorescéncia ao ser
excitado por um comprimento de onda especifico. Esta fluorescéncia
pode ser medida e corresponde, de forma direta, a quantidade de IP
presente no interior das células. Este ensaio foi realizado de acordo com
0 protocolo previamente descrito (PETEGNIEF et al., 2003; ROSA et
al., 1997).
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Para este ensaio as células foram cultivadas em placas de 96
pocos na densidade de 3,5 x 10° células por poco (35000 células/mL).
Ap6s o término de cada tratamento, primeiramente, foi adicionado 10
pL de uma solucdo de Triton X-100 a 2% (concentragdo final no pogo
de 0,2%) em pocos utilizados como controles para morte celular (100%
de morte). Em seguida, as células foram incubadas com uma solucéo de
147 pg/mL de IP por 20 a 30 minutos a 37 °C no escuro. Apés o
periodo de incubagdo, foi realizada a leitura em multileitor de placas
(Multileitora Infinite M200 - TECAN) utilizando os comprimentos de
leitura em multileitor de placas (Multileitora Infinite M200 - TECAN)
nos comprimentos de onda de 488 nm de excitagdo e 585 nm de
emissdo. onda de 535 nm de excitacdo e 617 nm de emissdo. A
incorporacdo do IP foi expressa pela percentagem do controle positivo
(células tratadas com Triton X-100, 100%). Foram realizados 7 a 10
experimentos independentes em sextoplicata para cada tratamento.

4.4.4. Determinacdo da producdo do anion superéxido
(02--).

A producdo do anion superoxido foi determinada pelo ensaio
de dihidroetidio (DHE), de acordo com o protocolo previamente
descrito (BINDOKAS et al, 1996). O composto DHE atravessa
facilmente as membranas celulares e é convertido pelo radical
superoxido a etidio, um composto fluorescente de cor vermelha que se
intercala a0 DNA permanecendo no interior da célula. Logo, a
fluorescéncia obtida corresponde diretamente a quantidade de &nion
superoxido que é produzida.

Esta técnica foi realizada com células cultivadas em placas de
24 pocos na densidade de 2,1 x 10* células por poco (42000
células/mL). A medida do anion superéxido foi realizada apés 6 horas
de tratamento com o pesticida CPF ou seu metabolito oxon (CPF-O).
Apos os tratamentos, 0 meio de cultura foi removido por inversdo e as
células lavadas com 500 pL de HBSS previamente aquecido a 37°C.
Logo, o HBSS foi retirado também por imerséo e adicionou-se 500 uL
de uma solucdo de DHE na concentracdo de 10 uM, seguido de
incubacdo por 30 minutos a 37°C. Ap6s o periodo de incubacao,
realizou-se uma lavagem com HBSS seguido da Foram realizados 8
experimentos independentes. A producdo do radical superdxido foi
expressa pela percentagem do controle (células ndo tratadas).
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4.45. Determinacdo do conteldo de tidis néo-proteicos
(NPSH)

O conteldo de tidis ndo-proteicos foi determinado de acordo
com o método previamente descrito por Ellman, 1959, o qual € utilizado
para avaliar principalmente a concentracdo de glutationa reduzida
(GSH). Este método baseia-se na ligacdo do composto DTNB a grupos
SH presentes, com a liberacdo do TNB, molécula que absorve luz e
transmite em um comprimento de onda especifico. Logo, a quantidade
de luz transmitida corresponde a quantidade de GSH presente na
amostra (ELLMAN, 1959).

Nesse ensaio, as células HT22 foram cultivadas em placas de
seis pogos na densidade de 1,02 x 10° células por poco (51.000
células/mL). A medida do conteido de GSH foi realizada ap6s 6 horas
de tratamento com o pesticida CPF ou seu metabolito oxon (CPF-O).
Apos o término dos tratamentos as células foram lavadas com PBS e
coletadas por raspagem com 200 pL de uma solucdo de PBS contendo
0,5% de Triton X-100 , utilizada para romper a membrana das células e
liberar o conteldo intracelular. Dois pogos foram utilizados para cada
grupo. Apds a coleta, 20 uL de amostra foi reservado para a dosagem de
proteinas e o restante foi precipitado com 180 ulL de &cido
tricloroacético (TCA) a 10% gelado, seguido de centrifugacdo a 5.000 x
g por 10 minutos a 4°C. Desta forma, o contelido proteico era
precipitado e no sobrenadante era medido o NPSH. Para isto, o
sobrenadante foi incubado com DTNB 10 mM em tampdo fosfato 1 M
pH 7,0. Por fim, as absorbancias foram mensuradas em 412 nm através
da utilizacdo do espectrofotbmetro (Multileitora Infinite M200 -
TECAN) e uma curva de GSH foi utilizada para calcular o conteido de
NPSH (nmol de NPSH/mg de proteina). Os dados foram expressos
como percentual do controle (células ndo-tratadas).

4.4.6. Determinacdo do nivel de fosforilagdo e o
contelido total das MAPKs (ERK1/2, p38MAPK),
da AKT, GSK3p e p-catenina.

Para avaliar o nivel de fosforilacéo das enzimas ERK, p38™7K,

AKT, GSK3pB e o imunocontetdo de B-catenina foi utilizada a técnica
de Western blotting. Esta técnica baseia-se na separacao e detec¢do de
proteinas presentes em uma amostra através de suas diferencas de
tamanho e utilizando anticorpos especificos.
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Para esse ensaio as células HT22 foram cultivadas em placas
de seis pocos na densidade de 1,02 x 10° células por poco (51.000
células/mL). A medida do nivel de fosforilagdo dessas proteinas foi
realizada ap6s 6 e 24 horas de tratamento com o pesticida CPF ou seu
metabolito oxon (CPF-O). As células HT22 foram homogeneizadas
mecanicamente em 200uL da solugdo “SDS-stopping solution”,
contendo 4% SDS, 2 mM EDTA e 50 mM Tris, pH 6.8. Os lisados
foram aquecidos a 100°C durante 5 min e posteriormente centrifugados
(13.000 x g por 10 min) para eliminar os restos celulares. Uma aliquota
do sobrenadante foi coletado para a dosagem de proteinas conforme
metodologia descrita por Peterson, 1977. Aos sobrenadantes foi
adicionado o tampéo de diluicdo (40% glicerol, 100 mM Tris, azul de
bromofenol, pH 6,8) 25:100 (v/v) e B-mercaptoetanol (concentracéo
final 8%).

Depois da preparacdo das amostras, as proteinas (35 pg por
poco) foram separadas através de SDSPAGE (eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio/SDS) utilizando
gel de separacdo de acrilamida com concentracdo de 10% e gel de
entrada 4%. A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 40 mA e
voltagem maxima de 150 mV durante aproximadamente 2 horas.
Apo6s a corrida, os géis foram transferidos para membranas de
nitrocelulose (processo de eletrotransferéncia) usando um  sistema
semi-dry (1,2 mA/cm 2; 1,5 h) como descrito por Bjerrum e
Heegaard, 1988. Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia,
os geéis foram corados com Coomassie blue e as membranas com
Ponceau S. Apos a eletrotransferéncia as membranas foram blogueadas
com 5% de leite desnatado em tampdo TBS (Tris 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7,5) por 1 hora. Em seguida, sucessivas lavagens com TBS-T
(Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) foram realizadas
e as membranas incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios
monoclonais em TBS-T contendo 2% de albumina nas seguintes
dilui¢bes: anti-fosfo e anti-total-ERK1/2 (P-ERK, 1:2000; T-ERK,
1:40000; 44/42 kDa), anti-fosfo-p38M*"K e anti-total-p38™"™¢ (P-
p38MAPK 1:10000; T-p38MAPK, 1:10000; 38 kDa), anti-fosfo e anti-total-
AKT (P-AKT, 1:3000; T-AKT, 1:2000; 60 kDa), anti-fosfo e anti-total-
GSK3p (P-GSK3p, 1:2000; T-GSK3p, 1:2000; 46 kDa), anti B-catenina
(1:2000; 94 kDa) e anti-p-actina (1:2000, 43 kDa).

Ap6s as lavagens, as membranas foram incubadas por 1 hora
com anticorpo secundario anti-coelho (1:5000) ou anti-camundongo
(1:2500) conjugados com peroxidase. Feito isto, as membranas foram
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expostas ao kit de emissdo de quimioluminescéncia e o sinal emitido foi
registrado pelo Fotodocumentador ChemiDoc MP (Bio-Rad, CA,
USA). O controle de carga proteica foi feito utilizando o anticorpo anti-
B-actina. Por fim, o nivel de fosforilagdo foi determinado pela razéo
entre a densidade 6tica (D.O) da banda fosforilada e a D.O da banda
total. Para a proteina p-catenina, o imunocontetdo foi determinado pela
razdo entre a D.O da banda da proteina pela D.O da banda da B-actina.
As bandas foram quantificadas utilizando o software Scion Image ®
(CALLONI et al., 2005; POSSER et al., 2007).

4.4.7. Determinacéo de proteinas

A determinacdo do contedo de proteinas foi realizada através
do método descrito por Lowry e colaboradores, 1951. Como padréo foi
utilizada albumina de soro bovino (ASB).

4.4.8. Analises estatisticas

As analises estatisticas e os graficos foram feitos utilizando o
programa GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Diferencas entre grupos foram avaliadas através do teste t
de Student ou pela anélise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA),
seguidos do teste post hoc de Tukey. Os dados foram representados
como média = erro padrdo da média (EPM) e diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Inicialmente foi avaliada a citotoxicidade do pesticida
clorpirifés (CPF) e do seu metabélito oxon (CPF-O) para as células
HT22. Foi observado que a exposicdo ao CPF, por 24 horas, nas
concentracbes de 30, 100 e 300 puM reduziu significativamente a
viabilidade celular das células HT22 (13, 17 e 48% respectivamente)
(Figura 21 A). Por outro lado, nenhum efeito sobre a liberacdo da LDH
foi observado ap6s 24 horas de exposi¢ao as concentraces crescentes
do CPF (Figura 21 B). Ja as células HT22, quando expostas por 24
horas ao CPF-O nas concentragbes de 10, 30, 100 e 300 uM,
apresentaram uma reducdo significativa na viabilidade celular (22, 34,
50, e 70% respectivamente), conforme Figura 21 C. Todavia, somente a
exposicdo a 300 uM de CPF-O por 24 horas levou ao aumento
significativo na liberacdo de LDH (7,3%) (Figura 21 D).

Figura 21: O pesticida CPF e seu metabdlito CPF-O reduzem a
viabilidade celular das células HT22 de maneira concentragdo
dependente.
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As células foram expostas a concentragdes crescentes do CPF (A e B) ou CPF-
O(CeD)(0,0,3,1, 3, 10, 30, 100 e 300 uM). Apos 24 horas de exposicdo, 0s
ensaios de citotoxicidade. A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do
MTT e o resultado expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas,
100%). A liberacdo da lactato desidrogenase (LDH) foi expressa pela
porcentagem em relagdo ao controle positivo (células tratadas com Triton X-
100 2 % por 5 minutos, 100%). Cada barra representa a média + EPM de 7
experimentos independentes. * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; **** p <
0,0001 indicam a diferenca quando comparados com o grupo controle
conforme ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de Tukey.

Estes resultados indicam que tanto o clorpirifés quanto seu
metabolito oxon sdo toxicos para as células HT22 de maneira
concentracdo dependente. Além disso, 0 CPF demonstrou ter um efeito
toxico maior quando na sua forma metabolizada, uma vez que seu
metabdlito oxon (CPF-O) levou a reducdo da viabilidade celular em
concentrac@es inferiores. Logo, apresentando uma Clso de 30 uM, cinco
vezes menor a Clyg do CPF (150 uM).

Em seguida, com a Clzy do CPF e do CPF-O foi realizada uma
curva de tempo para se estabelecer uma relacdo temporal e determinar o
momento que antecede a reducdo da viabilidade celular previamente
observada. Conforme apresentado na Figura 22 A, foi possivel observar
que a exposicdo a 150 uM de CPF reduziu de forma significativa a
viabilidade celular das células HT22 somente nos periodos de 24 e 48
horas (24 e 25% respectivamente). Por outro lado, tanto a liberacdo de
LDH quanto a incorporacéo do IP ndo foram alterados pela exposicao a
150 uM de CPF nos periodos avaliados (Figuras 22 B e 22 C,
respectivamente).
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Figura 22: O CPF reduz a viabilidade celular de células HT22 e néo
altera liberacdo da LDH e incorporagéo do IP.
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As células foram expostas a 150 uM de CPF em diferentes tempos (0, 1, 3, 6,
24 e 48 horas), nos quais foram realizados ensaios de citotoxicidade. (A) A
viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do MTT e o resultado expresso
pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%). (B) A liberacdo da
lactato desidrogenase (LDH) foi expressa pela porcentagem em relagcdo ao
controle positivo (células tratadas com Triton X-100 2% por 5 minutos, 100%).
(C) A incorporagéo do iodeto de propideo (IP) foi expressa pela porcentagem
em relagdo ao controle positivo (células tratadas com Triton X-100 2 % por 5
minutos, 100%). Cada barra representa a média £ EPM de 10 experimentos
independentes. **** p < 0,001 indica a diferen¢a quando comparado com o
grupo controle conforme ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de
Tukey.

Em relagcdo a exposicdo ao CPF-O, também foi observada
reducéo significativa da viabilidade celular das células HT22 ap6s 24 e
48 horas (31 e 30% respectivamente), conforme demonstrado na Figura
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23 A. Além disso, a exposi¢do por 24 e 48 horas a 30 uM de CPF-O
levou ao aumento significativo da liberacdo da LDH (8,7 e 8,6%
respectivamente, Figura 23 B), mas ndo alterou a incorporacdo do IP
(Figura 23 C).

Figura 23: O CPF-O reduz a viabilidade celular de células HT22 e
aumenta a liberacdo da LDH.
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As células foram expostas a 30 uM CPF-O em diferentes tempos (0, 1, 3, 6, 24
e 48 horas), nos quais foram realizados ensaios de citotoxicidade. (A) A
viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do MTT e o resultado expresso
pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%). (B) A liberacdo da
lactato desidrogenase (LDH) foi expressa pela porcentagem em relacdo ao
controle positivo (células tratadas com Triton X-100 2 % por 5 minutos,
100%). (C) A incorporagdo do iodeto de propideo (IP) foi expressa pela
porcentagem em relagdo ao controle positivo (células tratadas com Triton X-
100 2 % por 5 minutos, 100%). Cada barra representa a média £+ EPM de 10
experimentos independentes. * p < 0,05 e **** p < 0,0001 indicam a diferenca
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quando comparados com o grupo controle conforme ANOVA de uma via
seguido pelo teste de post hoc de Tukey.

Estes resultados mostraram que a reducdo da viabilidade
celular induzida pela exposicdo tanto ao CPF na concentragdo de 150
uM, quanto ao CPF-O na concentracdo de 30 uM ocorreu a partir de 24
horas. Dessa forma, estabelecemos o periodo de 6 horas, como ponto
inicial para investigarmos os eventos moleculares que poderiam estar
relacionados com a citotoxicidade apresentada por este pesticida e seu
metabdlito oxon.

O possivel envolvimento da ativacdo colinérgica na
citotoxicidade do pesticida CPF e do seu metabdlito oxon foi avaliado
utilizando a pralidoxima, um conhecido reativador da enzima AChE, e a
atropina, um antagonista muscarinico inespecifico.

Avaliou-se inicialmente o possivel efeito protetor da
pralidoxima frente a citotoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O.
Primeiramente as células HT22 foram tratadas com concentragfes
crescentes de pralidoxima a fim de avaliar a sua toxicidade. A Figura 24
A demonstra que ap0s 24 horas de tratamento as concentracGes de 300,
600 e 1000 pM de pralidoxima reduziram de forma significativa a
viabilidade celular das células HT22 (8, 12 e 13%, respectivamente).

Logo, para avaliar uma possivel acdo protetora frente a
citotoxicidade do pesticida em estudo, foi utilizada a concentracéo de
100 uM de pralidoxima, a qual ndo alterou a viabilidade celular das
células HT22 (Figura 24 A). Assim, as células HT22 foram cotratadas
com 100 uM de pralidoxima e 150 uM de CPF ou 30 uM de CPF-O. De
acordo com os resultados anteriores, a exposicao por 24 horas a 150 uM
de CPF ou a 30 uM de CPF-O reduziu de forma significativa a
viabilidade celular das células HT22 (17 e 28% respectivamente, Figura
24 B e Figura 24 C). Porém, o cotratamento com 100 puM de
pralidoxima ndo protegeu as células HT22 da citotoxicidade induzida
pelo CPF ou CPF-O (Figura 24 B e C).
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Figura 24: A pralidoxima ndo protege a reducdo da viabilidade celular
induzida pelo CPF ou CPF-O em células HT22.
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As células foram expostas a concentracdes crescentes de pralidoxima (Px) (O,
10, 30, 100, 300, 1000 puM) (A), cotratadas com 100 uM de pralidoxima (Px) e
150 uM CPF (B), ou cotratadas com 100 pM de pralidoxima (Px) e 30 uM de
CPF-O (C). Apos 24 horas de tratamento foi realizado o ensaio de viabilidade
celular pelo método do MTT e o resultado foi expresso pela porcentagem do
controle (células ndo tratadas, 100%). Cada barra representa a média £ EPM de
6 - 7 experimentos independentes. * p < 0,5; *** p < 0,001 e **** p < 0,0001
indicam a diferenca quando comparados com o grupo controle conforme
ANOVA de uma via (A) ou de duas vias (B e C) seguido pelo teste de post hoc
de Tukey.

O proximo passo foi avaliar uma possivel acdo protetora da
atropina na toxicidade induzida pelos pesticidas, bem como pelo
tratamento com acetilcolina. Para isso, primeiramente, foi realizada uma
curva de concentracdo (30 uM a 5 mM) com a ACh no periodo de 24
horas, para determinar que concentracdo causaria uma citotoxicidade
semelhante a observada pela exposi¢do ao pesticida e seu metabdlito
oxon e, assim, ser possivel comparar o efeito do cotratamento da
atropina com o CPF, CPF-O e com a ACh.

Logo, na Figura 25 A foi observado que as células HT22
quando tratadas por 24 horas com 1 ou 5 mM de ACh tém a viabilidade
celular reduzida significativamente (23 e 52% respectivamente, Figura
25 A). Em seguida, a toxicidade da atropina para as células HT22 foi
avaliada utilizando concentragBes crescentes (100 uM a 1 mM) da
mesma. Observou-se que o tratamento por 24 horas com atropina ndo
alterou a viabilidade celular das células HT22 (Figura 25 B). Desta
forma, com estes resultados, foi escolhida a concentra¢do de 1 mM de
ACh pois, essa apresentou uma reducdo na viabilidade celular
semelhante a do CPF e do CPF-O e 1 mM de atropina devido sua acao
como um antagonista competitivo.
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Figura 25: Efeito da ACh e da atropina sobre as células HT22.
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As células foram expostas a concentragdes crescentes de ACh (0, 30, 100, 300,
500 uM, 1 e 5 mM) (A) e concentragdes crescentes de atropina (0, 100, 150,
300, 350, 500 uM e 1 mM) (B) ,por 24 horas. ApGs 24 horas de tratamento foi
realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT e o resultado
expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%). Cada
barra representa a média + EPM de 6 - 9 experimentos independentes. **** p <
0,0001 indicam diferenga quando comparado com o grupo controle, conforme
ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de Tukey.

Desta forma, com estes resultados, foi escolhida a concentracéo
de 1 mM de ACh pois, essa apresentou uma reducgdo na viabilidade
celular semelhante a do CPF e do CPF-O e 1 mM de atropina devido
sua acdo como um antagonista competitivo. Logo, essas concentracdes
foram utilizadas no estudo seguinte, no qual, foi testada a protecdo da
atropina frente a citotoxicidade induzida pela ACh, pelo CPF e pelo
CPF-O.

Conforme ja observado, a exposicdo a 1 mM de ACh, a 150
uM de CPF ou & 30 uM de CPF-O reduziu de forma significativa a
viabilidade celular das células HT22 (25, 22 e 30% respectivamente,
Figura 26 A, 26 B e 26 C). O cotratamento com 1 mM de atropina
somente protegeu as células HT22 da reducéo da viabilidade celular
induzida por 1 mM de ACh (90%, Figura 26 A). Ja as células tratadas
concomitantemente com 1 mM de atropina e 150 uM de CPF ou 30 uM
de CPF-O permaneceram com a viabilidade em trono de 85 e 64%
respectivamente (Figura 26 B e 26 C).
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Figura 26: A atropina ndo protege as células HT22 da citotoxicidade
induzida pelo CPF e CPF-O, mas protege da superestimulacdo
colinérgica induzida pela ACh.
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As células HT22 foram coexpostas a 1 mM de ACh e 1 mM de atropina (A) ,
coexpostas a 150 uM de CPF e 1 mM de atropina (B) e coexpostas a 30 uM
de CPF-O e 1 mM de atropina (C) por 24 horas. ApGs 24 horas de tratamento
foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT e o resultado
expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%). Cada
barra representa a média £ EPM de 6 - 9 experimentos independentes. ** p <
0,01; **** p < 0,0001 indicam diferenga quando comparado com 0 grupo
controle e # p < 0,05 quando comparado ao grupo 1 mM de ACh conforme
ANOVA de duas vias (C, D e E) seguido pelo teste de post hoc de Tukey.

Tomados em conjunto, estes resultados indicam que a
toxicidade do pesticida CPF e do seu metabdlito oxon para as células
HT22, a0 menos em parte, ndo parece ser dependente da ativagdo
colinérgica. Uma vez que, tanto o cotratamento com a pralidoxima
guanto com a atropina nao foram eficazes em proteger as células HT22
da reducdo da viabilidade celular induzida pelo CPF e pelo CPF-O.

Na tentativa de compreender os mecanismos de toxicidade do
CPF e do seu metabdlito oxon, que poderiam estar causando a reducéo
da viabilidade celular nas células HT22, investigamos o0 envolvimento
do estresse oxidativo. Foi avaliado se esse pesticida e seu metabolito
oxon poderiam levar a0 aumento na geracdo do anion superdxido, bem
como alteracdo nos niveis de glutationa. Observou-se que tanto a
exposicdo ao CPF (150 uM) quanto ao CPF-O (30 puM), por 6 horas,
ndo alterou a geragdo intracelular do &nion superoxido, conforme
demonstrado na Figura 27 A e 27 B, respectivamente.

Figura 27: A exposicdo ao CPF ou CPF-O ndo altera a geracdo do
anion superdxido em células HT22.
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As células foram expostas a 150 uM CPF (A) ou 30 uM de CPF-O (B) por 6
horas. Apds 6 horas de tratamento foi realizado o ensaio do DHE. O resultado
foi expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%). Cada
barra representa a média = EPM de 8 experimentos independentes. Ndo houve
alteracdo significativa em relagdo ao grupo controle conforme o teste t de
Student.

Entretanto, a exposicdo ao CPF e ao CPF-O, durante 6 horas
induziu uma reducao significativa nos niveis de glutationa de 40 e 45%
respectivamente (Figura 28 A e 28 B).

Figura 28: A exposicdo ao CPF ou CPF-O reduz os niveis de tidis ndo
proteicos (NPSH) em células HT22.
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As células foram expostas a 150 uM CPF (A) ou 30 uM de CPF-O (B) por 6
horas. Apds 6 horas, foi realizado o ensaio para determinacdo dos niveis de
NPSH. O resultado foi expresso pela porcentagem do controle (células ndo
tratadas, 100%). Cada barra representa a média + EPM de 5 experimentos
independentes. ** p < 0,01 indica a diferenca quando comparados com 0 grupo
controle conforme o teste t de Student.

Além disso foram realizados ensaios onde as células HT22
foram pré-tratadas com antioxidantes para determinar se esses
compostos eram capazes de proteger contra a redugdo na viabilidade
celular induzida pelo CPF e seu metabélito CPF-O.

Primeiramente, foi realizado um pré-tratamento com o
composto Trolox, para assegurar sua a¢do antioxidante, onde o mesmo
foi testado frente ao efeito do perdxido de terchutila (tBuOOH) sobre a
viabilidade celular das células HT22. Para isto, inicialmente avaliou-se
o efeito de diferentes concentragdes de tBuOOH (5, 10, 25, 40 e 60 puM)
sobre a viabilidade celular das células HT22. Foi observado, conforme a
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Figura 29 A, que as concentracfes de 40 e 60 uM de tBuOOH, apds 24
horas de tratamento, reduziram significativamente a viabilidade celular
das células HT22 (30 e 49%, respectivamente).

Assim, foi escolhida a concentracdo de 40 uM de tBuOOH para
0 ensaio de protecdo pelo Trolox, uma vez que esta concentracdo
apresentou uma reducdo na viabilidade celular semelhante a observada
pelo pesticida e seu metabdlito oxon. Logo, conforme demonstrado na
Figura 29 B as células HT22 tratadas com 40 uM de tBuOOH
apresentaram uma reducao significativa na viabilidade celular (29%) e o
pré-tratamento com o Trolox por uma hora nas concentragfes de 100
ou 200 uM protegeu as células HT22 deste efeito (91 e 90%
respectivamente).

Figura 29: Efeito do Trolox frente ao tBuOOH sobre as células HT22.

1501

1004 — -

MTT
% do Controle

N N N f
[ B ©

tBUOOH

Il controle
Trolox 100 pM
1004 —_ ##  H## B Trolox 200 pM
-

MTT
% do Controle

(Legenda na proxima pégina)



72

As células foram tratadas com concentragdes crescentes de tBuOOH (0, 5, 10,
25, 40 e 60 uM) (A) e pré-tratadas por uma hora com 100 ou 200 uM de
Trolox e ap6s foram expostas & 40 uM de tBuOOH (B). Ap6s 24 horas de
tratamento, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT e
o resultado foi expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas,
100%). Cada barra representa a média + EPM de 6 - 10 experimentos
independentes. **** p < 0,0001 indicam a diferenca quando comparados com o0
grupo controle e ## p < 0,01 quando comparado com o grupo 40 uM de
tBuOOH conforme ANOVA de uma via (A) ou duas vias (B) seguido pelo teste
de post hoc de Tukey.

Desta forma, estes resultados mostraram que o antioxidante
Trolox apresentou acdo protetora frente a citotoxicidade induzida pelo
tBuOOH, validando a sua utilizagdo como potencial molécula protetora
frente ao pesticida e seu metabdlito. Na sequéncia, foi avaliado se o
Trolox apresentava este efeito protetor sobre a citotoxicidade do
pesticida CPF e seu metabdlito oxon. Foi observado que o pré-
tratamento com Trolox ndo foi capaz de proteger a redugdo na
viabilidade celular induzida pelo CPF ou pelo CPF-O (Figura 30 A e
30 B).
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Figura 30: O antioxidante Trolox ndo protege as células HT22 da
citotoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O.
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(A) As células foram pré-tratadas por uma hora com 100 ou 200 uM de Trolox
seguido da exposi¢do a 150 uM CPF ou (B) foram pré-tratadas por uma hora
com 100 ou 200 puM de Trolox seguido da exposicdo a 30 uM de CPF-O. Apds
24 horas de tratamento, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo
método do MTT e o resultado foi expresso pela porcentagem do controle
(células ndo tratadas, 100%). Cada barra representa a média + EPM de 6 - 10
experimentos independentes. *** p < 0,001 indicam a diferenca quando
comparados com o grupo controle conforme ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de post hoc de Tukey.

Contudo, mesmo com a protecdo observada pelo Trolox contra
a reducdo da viabilidade celular induzida pelo tBuOOH, este composto
ndo apresentou acao protetora frente a citotoxicidade do CPF e do CPF-
O em células HT22.
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Baseado na reducdo dos niveis de GSH observada ap6s a
exposicdo ao CPF e ao CPF-O, foi investigado o possivel efeito protetor
de outro composto antioxidante, a N-acetilcisteina (NAC) um precursor
do tripeptideo GSH. Observamos que apesar do pré-tratamento por 1
hora com 3 mM de NAC proteger apenas parcialmente da reducdo da
viabilidade celular induzida pelo CPF, a concentracdo de 5 mM de
NAC se mostrou eficaz na protecdo das células HT22 apds a exposicédo
ao pesticida (89% e 93%, respectivamente Figura 31 A e 31 B). Jd o
pré-tratamento por um hora, tanto com 3 mM quanto com 5 mM de
NAC, protegeu parcialmente a reducdo da viabilidade induzida pelo
CPF-O (80% e 80%, respectivamente, Figura 32 A e 32 B).

Figura 31: A NAC protege as células HT22 da reducéo da viabilidade
celular induzida pelo CPF.
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As células foram pré-tratadas por 1 hora com 3 mM ou 5 mM de NAC seguido
da exposi¢do a 150 uM CPF (A e B) por 24 horas. Ap6s 24 horas de tratamento
foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT e o resultado
foi expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%). Cada
barra representa a média £+ EPM de 8 experimentos independentes. * p < 0,05;
*** p < 0,001 indicam a diferenca quando comparados ao grupo controle e # p
< 0,05 quando comparado com o grupo CPF 150 uM conforme ANOVA de
duas via seguido pelo teste de post hoc de Tukey.

Figura 32: A NAC protege parcialmente as células HT22 da reducéo da
viabilidade celular induzida pelo CPF-0.

1004 #
>k
*kk =
50
0- T T
2 ~
< N

o <
[9)
&%

Il controle

CPF-O 30 uM

MTT
do Controle

%

Il controle
° CPF-0O 30 puM
2 1004 #
= 2z
- o *kk
s (6] —
o
© 504
B
0- T T
2 ~
< <
o° Q@
< v

Q

(Legenda na proxima pégina)



76

As células foram pré-tratadas por 1 hora com 3 mM ou 5 mM de NAC seguido
da exposicdo a 30 uM de CPF-O (A e B) por 24 horas. Ap6s 24 horas de
tratamento foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT e
o resultado foi expresso pela porcentagem do controle (células ndo tratadas,
100%). Cada barra representa a média + EPM de 8 experimentos
independentes. *p<0,05; *** p < 0,001 indicam a diferenga quando comparados
com o grupo controle e # p < 0,05 quando comparado ao grupo CPF-O 30 uM
conforme ANOVA de duas via seguido pelo teste de post hoc de Tukey.

Em conjunto, estes resultados mostraram que no periodo de 6
horas de exposicdo ao pesticida CPF e ao seu metab6lito oxon néo foi
observado aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como o anion superdxido, porém observou-se uma diminui¢do
significativa nos niveis intracelulares de GSH. Além disso, o pré-
tratamento com o Trolox ndo foi eficaz em proteger as células HT22.
Por outro lado, o pré-tratamento com NAC protegeu parcialmente estas
células da citotoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O.Sugere-se que
provavelmente o evento mais importante da citotoxicidade no modelo
aqui apresentado, seja a reducdo na concentracdo intracelular de
glutationa induzida pelo CPF ou CPF-O apds 6 horas de exposicao.

Tendo em vista que foi demonstrado protegdo pela NAC frente
a reducdo da viabilidade induzida pelo CPF e além disso a NAC reduziu
a fosforilagdo das MAPKSs induzida também por esse pesticida (LEE et
al., 2012) Neste contexto, foi avaliado o possivel envolvimento da
ativacdo das MAPKSs e também da via da AKT/GSK3p/B-catenina na
reducdo da viabilidade celular das células HT22 induzida pela
exposi¢do ao CPF ou ao seu metabolito oxon.

Primeiramente, foi determinado o efeito do CPF e do CPF-O
sobre as MAPKS, ou seja, se estes compostos poderiam ou nao ativar
estas proteinas. Conforme a Figura 33 B e 33 C, somente a exposi¢ao a
150 uM de CPF por 6 horas aumentou significativamente a fosforilagdo
da ERK1/2. Nota-se que ap6s 24 horas ocorre um aumento fisiol6gico
significativo da fosforilagdo da ERK2 (Figura 33 C). Da mesma forma,
somente a exposi¢cdo por 6 horas a 150 uM de CPF levou ao aumento
significativo na fosforilacio da p38™™ (Figura 34 B).
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Figura 33: A exposicdo ao CPF aumenta a fosforilagdo das enzimas
ERK 1/2 em células HT22.
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As células foram expostas por 6 e 24 horas & 150 uM CPF ou 30 uM de CPF-O.
Apbs o tratamento as células foram coletadas e preparadas para o Western blot.
(A) O painel mostra os blots representativos da imunorreatividade de fosfo-
ERK]1, fosfo-ERK2, total-ERK1 e total-ERK2. (B) Mostra a quantificacdo de
fosfo-ERK1 e (C) da fosfo-ERK-2. Os niveis de fosforilagdo foram
determinados por densitometria, fazendo a razdo entre a D.O. da banda
fosforilada sobre a D.O. da banda total. Os dados sdo expressos em relagdo ao
grupo controle. Os valores sdo apresentados como média = E.P.M. de 4
experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de Tukey. **p < 0,01 indica
a diferenca quando comparado com o grupo controle e # p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle 6 horas.

Figura 34: A exposicdo ao CPF aumenta a fosforilacdo da enzima
p38M4"X em células HT22.
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As células foram expostas por 6 e 24 horas & 150 uM CPF ou 30 uM de CPF-O.
Apbs o tratamento as células foram coletadas e preparadas para o Western blot.
(A) O painel mostra os blots representativos da imunorreatividade de fosfo-
p38"A°K e total-p38M**X. (B) O grafico mostra a quantificacdo de fosfo-
p38"*"X. Os niveis de fosforilagdo foram determinados por densitometria,
fazendo a razédo entre a D.O. da banda fosforilada sobre a D.O. da banda total.
Os dados sdo expressos em relacdo ao grupo controle. Os valores séo
apresentados como média + E.P.M. de 4 experimentos independentes. A
analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguido pelo
teste de post hoc de Tukey. **p < 0,01 indica a diferenca quando comparado
com o grupo controle.

Em seguida foi determinado o efeito do CPF e do CPF-O sobre
a via da AKT/GSK3p/B-catenina. Conforme a figura 35 B ndo foi
observado alteragdo na fosforilagdo da AKT pela exposicdo ao CPF ou
ao CPF-O por 6 horas (Figura 35 B). Apesar disso, a fosforilacdo da
GSK3p foi aumentada de forma significativa apds exposicdo por 6
horas tanto ao CPF quanto ao CPF-O (30 uM) (Figura 35 D), enquanto
que os niveis de B-catenina ndo foram alterados apds as exposicoes
(Figura 35 F). Nota-se que apos 24 horas ocorre um aumento fisiolégico
significativo da fosforilacdo da GSK3p (Figura 35 D).
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Figura 35: A exposicdo ao CPF ou CPF-O aumenta a fosforilagdo da
enzima GSK3p, porém ndo altera o imunoconteldo da proteina B-
catenina.
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As células foram expostas por 6 e 24 horas & 150 uM CPF ou 30 uM de CPF-O.
Ap0s o tratamento as células foram coletadas e preparadas para o Western blot.
(A) O painel mostra blots representativos da imunorreatividade de fosfo-AKT e
total-AKT. (B) Mostra a quantificacdo de fosfo-AKT. (C) O painel mostra
blots representativos da imunorreatividade de fosfo-GSK3p e total-GSK3p. (D)
Mostra a quantificagdo de fosfo-GSK3B. (E) O painel mostra blots
representativos da imunorreatividade de B-catenina e B-actina. (F) Mostra a
quantificacdo da imunorreatividade de p-catenina. Os niveis de fosforilagdo
foram determinados por densitometria, fazendo a razdo entre a D.O. da banda
fosforilada sobre a D.O. da banda total ou através da D.O. da banda da proteina
total sobre a D.O. da banda da B-actina. Os dados séo expressos em relagdo ao
grupo controle. Os valores sdo apresentados como média + E.P.M. de 4
experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de Tukey. *p < 0,05; *** p
< 0,001 indica a diferenga quando comparados com o grupo controle e # p <
0,05 quando comparado com o grupo controle 6 horas.

Considerando os efeitos do pesticida e seu metabdlito sobre a
fosforilacdo das MAPKS, na sequéncia, foi determinado se a inibicdo
das MAPKSs poderia proteger as células HT22 da citotoxicidade
induzida pelo CPF e CPF-O. Assim, as células foram pré-tratadas com
os inibidores das MAPKSs por uma hora, seguido da exposi¢do ao CPF
ou ao seu metabdlito oxon por 24 horas. Foi observado que o pré-
tratamento com 10 pM de U0126 }Sinibidor da MEK/ERK 1/2) e 5 uM
de SB203580 (inibidor da p38"") ndo foram capazes de proteger as
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células HT22 da reducéo da viabilidade celular induzida tanto pelo CPF
quanto pelo CPF-O (Figura 36 A e B).

Figura 36: Inibidores das MAPKs ndo protegem as células HT22 da
citotoxicidade induzida pelo CPF ou CPF-O.
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As células foram pré-tratadas por 1 hora com 10 uM de U0126 (inibidor da
MEK/ERK1/2) de (A) e 5 uM de SB203580 (inibidor da p38™*™) (B) seguida
da exposicdo a 150 uM CPF ou 30 uM de CPF-O por 24 horas. Apos 24 horas
de tratamento foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT
e o resultado foi expresso pela porcentagem do controle (células néo tratadas,
100%). Cada barra representa a média + EPM de 10 experimentos
independentes. *** p < 0,001 indica a diferenca quando comparado com o
grupo controle (ANOVA de duas via seguido pelo teste de post hoc de Tukey).

Desta forma, estes resultados sugerem que a ativacdo das
MAPKs ndo parece estar relacionada diretamente com a redugdo da
viabilidade celular induzida pelo CPF ou CPF-O, uma vez que, a
inibicdo destas proteinas ndo foi eficaz em proteger as células HT22 da
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citotoxicidade induzida por este pesticida e seu metabdlito oxon.

Entretando, tendo em vista que a ativacdo intracelular da
enzima ERK pode modular os niveis de GSH (CHEN et al., 2008), e
considerando que no modelo apresentado foi observado uma reducéo na
concentracdo de GSH paralelo a um aumento da fosforilacdo da enzima
ERK frente ao pesticida, decidimos investigar se estes eventos
moleculares estariam relacionados.

Para isto, as células foram pré-tratadas com o inibidor da
MEK/ERK1/2 (U0126) por uma hora, e, em seguida, expostas ao CPF
(150 uM) ou CPF-O (30 uM) por 6 horas. Ao final, medimos os niveis
de NPSH. Na Figura 37 A é possivel observar que apds 6 horas de
exposi¢do ao CPF (150 uM) a concentracdo intracelular de GSH das
celulas HT22 diminuiu significativamente (43%) e o pré-tratamento
com o inibidor da MEK/ERK1/2 néo foi capaz de proteger deste efeito.
O mesmo foi observado para a exposi¢do ao CPF-O (30 uM), o qual
reduziu de forma significativa a concentracdo de GSH (40%), sendo que
0 pré-tratamento com o inibidor da MEK/ERK1/2 também ndo foi
eficaz em proteger deste efeito (Figura 33 B). E interessante notar que a
inibicdo de MEK/ERK1/2, apesar de ndo proteger da diminuicdo da
concentracdo de GSH induzida pelo CPF e seu metabdlito oxon, é capaz
de aumentar de maneira significativa os niveis deste tripeptideo (30%,
Figuras 37 A e 37 B), corroborando com os dados previamente
publicados por Chen e colaboradores (2008).
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Figura 37: O inibidor da MEK/ERK1/2 nédo reverte a reducdo dos
niveis de GSH induzida pelo CPF e CPF-O nas células HT22.
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As células foram pré-tratadas por 1 hora com 10 uM de U0126 (inibidor da
MEK/ERKZ1/2), seguida da exposi¢do a (A) 150 uM CPF ou (B) 30 uM de
CPF-0 por 6 horas. Apds o tratamento foi realizado o ensaio para determinagéo
dos niveis de NPSH. Os resultados foram expressos pela porcentagem do
controle (células nédo tratadas, 100%). Cada barra representa a média + EPM de
4 experimentos independentes. * p < 0,05; ** p < 0,01 indicam a diferenca
quando comparados com o grupo controle (ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de post hoc de Tukey).
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6. DISCUSSAO

Os pesticidas sdo compostos amplamente utilizados na
agricultura e responsaveis por inimeros casos de intoxicacdes em
humanos (SINITOX, CIT/SC). A exposicdo a esses compostos ocorre
durante a sua aplicacdo, mas também pelo contato com lavouras
tratadas com esses toxicantes ou ainda pela ingestdo de alimentos ou
agua contaminados, bem como exposic¢des intencionais em tentativas de
suicidio (Da SILVA, 2006; EATON et al., 2008; VALE e LOTTI,
2015). Nota-se que os principais casos de intoxicagdes ocorrem devido
a exposicao aos pesticidas organofosforados (OFs) (CIT/SC).

O principal mecanismo de toxicidade destes compostos OFs
estd relacionado a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE),
desencadeando uma variedade de sinais e sintomas que caracterizaram a
classica “sindrome colinérgica” (EATON et al., 2008). Por outro lado,
algumas evidéncias indicam gue a intoxicacdo aguda ou crbnica com
OFs pode ser caracterizada por efeitos ndo-colinérgicos, ou seja,
aqueles que ndo estdo somente relacionados a inibicdo da AChE. De
fato, algumas evidéncias experimentais tém apontado para a toxicidade
ndo-colinérgica induzida por compostos OFs como um fator
responsavel pelo desenvolvimento de sindromes neurotdxicas (dos
SANTOS et al., 2016; GIORDANO et al., 2007; KAUR et al., 2007; KI
et al., 2013;; LEE et al., 2012;; LEE et al., 2014; SAULSBURY et al.,
2009; No entanto, pouco se sabe a respeito dos mecanismos
moleculares relacionados a neurotoxicidade ndo-colinérgica induzida
por OFs.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi investigar os
mecanismos moleculares envolvidos na neurotoxicidade do pesticida
CPF e do seu metabdlito oxon, independentes da superestimulacdo
colinérgica. Observamos que o CPF e seu metabdlito CPF-O foram
capazes de diminuir a viabilidade celular das células HT22 de maneira
concentracdo dependente. De modo interessante, 0 CPF-O mostrou-se
mais téxico para as células HT22 do que o CPF, uma vez que a forma
metabolizada deste pesticida reduziu a viabilidade celular em
concentracBes inferiores. Esta neurotoxicidade ndo foi protegida pela
atropina e pela pralidoxima indicando que efeitos ndo colinérgicos
podem estar envolvidos. Além disso, o presente trabalho demonstrou
que o CPF e o CPF-O induziram a reducdo dos niveis de GSH e
inibiram GSK-3p, porém somente o CPF foi capaz de ativar as MAPKs,
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ERK1/2 e p38MA"¥_ Entretanto a utilizagdo de inibidores da ERK1/2 e
p38M4"X nao protegeram as células HT22 da citotocixidade induzida
pelo CPF e CPF-O. Por outro lado, o pré-tratamento com N-
acetilcisteina (NAC) apresentou efeito protetor frente a citotoxicidade
induzida por este pesticida, sugerindo o envolvimento do estresse
oxidativo no mecanismo de toxicidade desses compostos.

Estudos com véarios modelos in vitro também demonstraram a
citotoxicidade do CPF e ou CPF-O através indugdo da reducdo da
viabilidade celular (CAUGHLAN, et al., 2004; GIORDANO, et al.,
2007; LEE, et al., 2012; K, et al., 2013), bem como pelo aumento da
liberagdo da LDH, ambos de maneira concentracdo dependente,
corroborando em parte com nossos dados (PARK, el al., 2013).
Entretanto, no presente estudo, foi observado que somente o CPF-O
aumentou a liberacdo da LDH.

Além disso, em uma cultura de neur6nios granulares de
cerebelo de camundongos, a toxicidade do CPF-O foi cinco vezes maior
que a do CPF, apresentando uma IC3, de aproximadamente 1,5 e 7,5
uM, respectivamente (GIORDANO, et al., 2007). Estes dados sdo
semelhantes aqueles aqui encontrados, onde também foi visto uma
maior toxicidade induzida pelo CPF-O (cinco vezes maior) em relacdo
ao CPF em células HT22. Porém, a IC3, do CPF foi de 150 uM e do
CPF-O foi de 30 uM para as células HT22, indicando que esta linhagem
possa ser mais resistente que o cultivo primario de neurbnios
cerebelares.

Apesar do efeito toxico bem estabelecido de compostos OFs
envolvendo a inibicdo da AChE como alvo primério, principalmente
nos casos de intoxicacdes agudas por esses compostos (EATON et al.,
2008; SLOTKIN, 2004; VALLE e LOTTI, 2015), muitos trabalhos vem
demonstrado que em determinadas situacGes a toxicidade do OF CPF e
seu metabdlito CPF-O, parece ser independente da ativacdo colinérgica,
uma vez que antagonistas muscarinicos e nicotinicos ndo foram capazes
de reverter a reducdo da viabilidade celular induzida por esses
compostos (GIORDANO, et al.,, 2007; SAULSBURY, et al., 2009;
PARK, et al.,, 2015). Um destes trabalhos demonstrou que o pré-
tratamento por 30 minutos, com o antagonista do receptor nicotinico
mecamilamina e com o0 antagonista muscarinico atropina nao foi capaz
de proteger os neurénios granulares do cerebelo de camundongos da
reducdo da viabilidade celular causada pelo CPF e pelo CPF-O,
indicando que esse efeito ndo parece estar relacionado com a ativagéo
dos receptores colinérgicos (GIORDANO, et al., 2007). Da mesma
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forma, Saulsbury e colaboradores também observaram que o bloqueio
dos receptores colinérgicos promovido pelo pré-tratamento por 1 hora,
com a atropina ou com a mecamilamina ndo foi capaz de proteger as
células progenitoras de oligodendrocitos da citotoxicidade induzida pelo
CPF, sugerindo efeitos independentes da ativagdo colinérgica na
toxicidade desse OF (SAULSBURY, et al., 2009). Além disso, um
estudo de Park e colaboradores também mostrou resultados
semelhantes, onde, afim de determinar se a inibicdo da AChE estava
envolvida na citotoxicidade induzida pelo CPF em células SH-SY5Y,
essas foram pré-tratadas por 1 hora com os antagonistas colinérgicos
atropina ou mecamilamina, porém ndo foi observado protecdo desses
antagonistas sobre a reducdo da viabilidade induzida pelo CPF,
indicando mais uma vez, efeitos toxicos alternativos, em vez da inibi¢éo
da AChE (PARK, et al., 2015).  Esses dados da literatura corroboram
com os resultados do nosso trabalho, onde foi visto que tanto o
cotratamento com a pralidoxima quanto com a atropina ndo foram
eficazes em proteger as células HT22 da citotoxicidade induzida pelo
CPF e pelo CPF-O. Por outro lado, foi demonstrado que o acimulo da
ACh e provavel superestimulagdo dos seus receptores levou a redugéo
da viabilidade celular das células HT22 e esse efeito foi protegido pela
atropina. Logo, sugere-se que a citotoxicidade do CPF e do CPF-O, em
parte, ndo esteja relacionada com a inibicdo da AChE, mas sim a
eventos alternativos nao colinérgicos.

Neste contexto, trabalhos tem indicado o envolvimento de
outros mecanismos na toxicidade de compostos OFs. Kaur e
colaboradores observaram que a exposi¢do crénica por 12 semanas ao
diclorvos induziu neurodegeneracdo apoptética, uma vez que foi
observado liberagdo do citocromo c, presente na mitocéndria, para o
citosol e consequente ativacdo da caspase-3. Esses eventos foram, de
certo modo, causados pelo aumento dos niveis de Ca** na mitocondria
levando a disfuncdo mitocondrial e inducdo de estresse oxidativo. O
envolvimento do estresse oxidativo foi observado pelo aumento da
oxidacdo de proteinas, lipidios e dano ao DNA induzidos por esse OFs
(KAUR et al., 2007). Além disso, nosso grupo ja demonstrou que a
exposicao repetida ao malation por 15 dias causa alteragdes bioguimicas
no hipocampo de camundongos, tais como disfuncdo mitocondrial,
ativacdo astroglial e aumento nos niveis das proteinas pré-apoptoéticas
Bax e Bak, eventos estes que podem estar contribuindo para o prejuizo
na memoria espacial também observado neste trabalho. Importante
salientar, que essas alteracfes foram observadas ap6s exposicdo a dose
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de 30 mg/kg, a qual ndo alterou a atividade da AChE hipocampal, assim
como, 0s camundongos expostos a esta dose ndo apresentaram sinais
evidentes de toxicidade colinérgica (dos SANTOS et al., 2016).

Neste cendrio, varios trabalhos tém sugerido a inducdo do
estresse oxidativo como um mecanismo alternativo a ativacdo
colinérgica. Trabalhos demonstram a deplecdo de GSH e o aumento da
geracdo de EROs seguido pelo aumento da peroxidacdo lipidica,
oxidacdo de proteinas e dano ao DNA apds exposicdo a OFs
(GIORDANGO, et al., 2007; K, et al., 2013; KAUR, et al., 2007; LEE,
et al.,, 2012; SAULSBURY et al., 2009). Por outro lado, foi visto a
reversdo dos danos oxidativos pelo tratamento com compostos
antioxidantes (GIORDANO, et al., 2007; KI, et al., 2013; LEE, et al.,
2012; SAULSBURY et al., 2009).

Muitos trabalhos demonstraram aumento de EROs apds
exposi¢do aos OFs (GIORDANO, et al., 2007; LEE, et al., 2012; KI, et
al., 2013; PARK, et al., 2015; PARK, et al., 2016; SAULSBURY et al.,
2009). Nesses trabalhos foi observado que o aumento de EROs ocorreu
3 ou 6 horas ap0s a exposicdo ao CPF (LEE, et al., 2012; KI, et al.,
2013; PARK, et al., 2015; PARK, et al., 2016; SAULSBURY et al.,
2009). Giordano e colaboradores demonstraram que ap6s 30 minutos de
exposicdo ao CPF ja ocorre aumento de EROs e este aumento é
observado ap6s 15 minutos de exposi¢do ao CPF-O (GIORDANO, et
al., 2007). Logo, foi constatado que a geracdo de EROs precedeu a
reducdo da viabilidade celular ou disfun¢do mitocondrial vistos 24
horas ap6s exposicdo ao CPF ou CPF-O (GIORDANO, et al., 2007;
LEE, et al., 2012; KI, et al., 2013; PARK, et al., 2015; PARK, et al.,
2016; SAULSBURY et al., 2009). Estes dados indicam que o aumento
das EROs induzida por OFs, pode ser um possivel evento primario
envolvido na toxicidade induzida por esses compostos.

Nosso trabalho ndo observou aumento de EROs, como o &nion
superoxido 6 horas apds a exposicdo tanto ao CPF quanto ao CPF-O.
Porém, Saulsbury e colaboradores observaram aumento desse radical,
de maneira concentracdo dependente 2 horas apés a exposicdo ao CPF
(SAULSBURY et al., 2009). Desta forma, pode-se hipotetizar que o
aumento das EROs induzidas pelo CPF ou CPF-O possa ter ocorrido em
um periodo anterior a 6 horas de exposicdo a estes compostos e, por
isto, aqui ndo foi observada tal alteracéo.

No entanto, observamos uma redugdo dos niveis de GSH 6
horas ap6s a exposi¢do ao CPF bem como ao CPF-O, periodo no qual
ndo houve reducdo da viabilidade celular. Estudos mostraram que a
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reducdo da GSH levou ao aumento da toxicidade induzida pelo CPF
(GIORDANO et al., 2007; SAULSBURY et al., 2009). Um desses
estudos demonstrou que a neurotoxicidade do CPF e do seu metabolito
oxon foi significativamente maior para os neurdnios do cerebelo de
camundongos que ndo expressavam a enzima glutamato cisteina ligase
(GCL), enzima chave na via de sintese da glutationa, e,
consequentemente, apresentavam baixos niveis de GSH. Além disso, as
células que expressavam essa enzima, mas que foram tratadas com
butionina sulfoximina (BSO), um inibidor da sintese de glutationa, e
apos expostas ao CPF ou CPF-O, apresentaram uma maior toxicidade
induzida por esses compostos (GIORDANO et al., 2007). Outro estudo
mostrou que o pré-tratamento de células progenitoras de
oligodendrdcitos com dietil maleato (DEM), um agente que depleta a
GSH intracelular, também aumentou a citotoxicidade induzida pelo
CPF (SAULSBURY et al., 2009). Portanto, estes trabalhos, indicam que
a reducdo dos niveis de GSH é um evento importante na toxicidade de
ambos os compostos, CPF e CPF-O.

Considerando nossos achados, bem como os dados presentes na
literatura, podemos sugerir que a deplecdo de GSH observada apds a
exposicdo ao CPF ou ao CPF-O esteja relacionada ao aumento de
espécies reativas induzidas por estes compostos. Apesar de ndo ter sido
observado aumento na geracdo de anion superéxido, 6 horas apds a
exposicdo, ndo se pode descartar o possivel aumento na geracdo de
EROs, ja que o OF CPF e seu metabolito CPF-O parecem aumentar a
geracdo de EROs em tempos anteriores a 6 horas (GIORDANO, et al.,
2007). Logo, tendo em vista que a GSH é uma das principais formas de
protecdo das células agindo contra o dano oxidativo induzido pelas
EROs (SMITH et al., 2007), sugere-se que 0 estresse oxidativo, ao
menos em parte, esteja relacionado com a citotoxicidade causada pelo
CPF e CPF-O no nosso modelo experimental.

O estresse oxidativo ocorre quando a velocidade de producéo
de EROs excede a capacidade da célula em remové-las pelos
mecanismos de defesa celular ou quando o mesmo estiver prejudicado
(SMITH, et al., 2007). Este sistema de defesa inclui varias enzimas
como a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx). Além dessas defesas enzimaticas, moléculas
scavengers de radicais livres, como por exemplo a vitamina E,
convertem essas espécies em formas ndo toxicas por meio de reacdes
ndo enzimaticas (SMITH et al., 2007). Ambas as formas de defesa
evitam os danos oxidativos a proteinas, DNA ou lipidios que ocorre
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quando o estresse oxidativo é estabelecido nas células (SMITH et al.,
2007).

Resultados recentes mostraram o efeito do pré-tratamento com
NAC sobre o aumento das EROs e peroxidagdo lipidica induzida pelo
CPF em células dopaminérgicas, onde foi observado que a NAC
protegeu parcialmente destes efeitos (KI, et al., 2013; LEE, et al.,
2012). Esses resultados foram semelhantes ao observado no presente
trabalho, no qual o pré-tratamento com a NAC protegeu parcialmente as
celulas HT22 da citotoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O. No
entanto, o pré-tratamento com o Trolox, outro composto antioxidante
analogo da vitamina E, ndo apresentou efeito protetor perante a reducéao
da viabilidade celular das células HT22 causada pelo CPF e seu
metabolito CPF-O. Em contra partida, foi demonstrada a protecéo pelo
pré-tratamento com Trolox frente a citotoxicidade induzida pelo CPF
(SAULSBURY et al.,, 2009). A vitamina E é um importante
antioxidante lipossoluvel que atua principalmente contra a peroxidacao
lipidica nas membranas celulares (SMITH et al., 2007). Portanto, com
nossos resultados e dados da literatura pode-se atribuir, a0 menos em
parte, a inducdo do estresse oxidativo como um mecanismo envolvido
da citotoxicidade do CPF e CPF-O alternativo a inibigdo da AChE.

Além disso, varios estudos tém demonstrado o envolvimento
da ativacdo de MAPKSs na inducdo de apoptose por compostos OFs
(CAUGHLAN et al., 2004; K, et al., 2013; LEE, et al., 2012; PARK et
al., 2015). O trabalho de Caughlan e colaboradores, 2004, demonstrou
que tanto a exposi¢do ao CPF quanto ao CPF-O reduziram a viabilidade
celular e induziram apoptose em uma cultura priméria de neurdnios
corticais de ratos. Esses eventos foram relacionados com a ativacdo da
ERK1/2, uma vez que foi observado aumento de sua fosforilacéo,
somando a isso, a inibi¢do dessa MAPK reduziu parcialmente a indugéo
de apoptose pelo CPF. Logo, esses resultados indicaram que a via de
sinalizacdo da ERK1/2 contribuiu para a inducdo de apoptose em
neurdnios corticais apds exposi¢do ao CPF (CAUGHLAN et al., 2004).
Por outro lado, foi observado aumento da fosforilacdo da p38™A™¢
induzida pela exposi¢do ao CPF, entretanto, a sua inibicdo aumentou a
apoptose causada pelo CPF em neurdnios corticais. Esses resultados
sugeriram que a ativacdo da via de sinalizacdo da p38™*"* induziu a
sobrevivéncia dos neurdnios corticais em resposta a exposi¢do ao CPF
(CAUGHLAN et al., 2004).

Outro trabalho demonstrou ativacdo de ERK1/2 a partir de 10
minutos apds exposicdo das células SY-SH5Y ao CPF, esse evento foi
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mantido até 12 horas, ndo apresentando mais efeito em 24 horas (KI, et
al., 2013). Também foi observado ativacéo de p38™*"¥ nas células SY-
SY5Y apés 10 minutos de exposicdo ao CPF, a fosforilacio da p38™MA™«
foi mantida até 6 horas e em 12 e 24 horas apds exposi¢do ao CPF ndo
era mais observado esse efeito (KI, et al., 2013).

Estes dados corroboraram com os achados do nosso trabalho,
onde foi observado a ativacdo da ERK1/2 6 horas ap6s a exposic¢éo das
células HT22 ao CPF, porém esse efeito ndo foi mais percebido apés 24
horas de tratamento com esse OF. Da mesma forma, foi observado a
ativacio de p38™*"* induzida pelo CPF, onde 6 horas ap6s a exposicdo
ocorreu 0 aumento de sua fosforilagdo, no entanto a mesma ndo foi mais
observada apds 24 horas de exposicdo das células HT22 ao CPF.
Todavia, quando as células foram pré-tratadas com os respectivos
inibidores da MEK/ERK1/2 e da p38™"¥ n&o foi observado protecio
sobre a reducédo da viabilidade induzida pelo CPF e CPF-O nas células
HT22. Sugerindo que a ativacdo da via das MAPKs parece ndo estar
relacionada diretamente com a reducéo da viabilidade celular induzida
por estes compostos. Por outro lado, dados da literatura demonstraram
que a exposicdo ao CPF ativou as MAPKs ERK1/2 e p38™" em
células SH-SY5Y e PC12 (KI, et al., 2013; LEE, et al., 2012). Foi
observado que a utilizagdo dos inibidores da MEK/ERK1/2 e da
p38M4"X nao s6 protegeram as células SH-SY5Y e as células PC12 da
reducdo da viabilidade celular induzida pelo CPF, como também
atenuaram o aumento de espécies reativas e preveniram da ativacdo da
caspase-3 induzidos por esse OF (KI, et al., 2013; LEE, et al., 2012).
Nesses trabalhos os autores sugeriram que a ativacdo das vias da
ERK1/2 e p38™*" serviu como um sinal de morte, uma vez que, os
inibidores das mesmas bloquearam a ativagdo da caspaze-3 e
consequentemente preveniram da apoptose induzida pelo CPF (KI, et
al., 2013; LEE, et al., 2012).

Entretanto ainda néo esta claro o mecanismo de ativacdo dessas
MAPKSs pelo CPF. Todavia, o trabalho de Lee e colaboradores, 2012,
sugere que a ativacdo de MAPKSs foi causada pela geragdo de EROs,
uma vez que a fosforilagdo dessas enzimas (ERK1/2 e p38M4°X) foi
atenuada pelo pré-tratamento com o antioxidante NAC (LEE, et al.,
2012). Porém, estudos adicionais sdo necessarios para explicar a relacdo
entre as EROs e MAPKSs observada nesses trabalhos (KI, et al., 2013;
LEE, et al., 2012).

No entanto, o presente trabalho demonstrou que a inibicdo da
MEK/ERK1/2, apesar de ndo proteger da diminuicdo da concentracdo
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de GSH induzida pelo CPF e seu metabdlito oxon, é capaz de aumentar
de maneira significativa os niveis deste tripeptideo corroborando com
os dados previamente publicados por Chen e colaboradores, 2008. Foi
observado que a inibicdo da MEK/ERK1/2 aumentou a atividade da
GCL e, consequentemente, 0s niveis de GSH em células PC12. Além
disso, foi demonstrado que o aumento dos niveis de GSH protegeu as
células PC12 contra a morte celular oxidativa induzida por H,0,
(CHEN et al., 2008). Portanto, a0 menos em parte, a inibicdo da
MEK/ERK1/2 poderia explicar a reducdo da geracdo de EROs induzida
pela inibicdo dessa MAPKSs devido a indugdo do aumento dos niveis de
GSH.

Conforme os dados da literatura e os resultados do nosso
trabalho, sugere-se que a via de sinalizacdo da ERKZ1/2 contribui em
parte com a neurotoxicidade induzida pelo CPF. Pois, apesar de ter sido
aqui demonstrado que a inibicdo da MEK/ERK1/2 ndo protegeu a
reducdo da viabilidade induzida pelo CPF, sua inibi¢do foi capaz de
proteger a inducdo de apoptose em neurdnios corticais por este pesticida
(CAUGHLAN et al., 2004). Além disso, a ativacdo desta via pode estar
relacionada com a reducdo dos niveis de GSH. Evento aqui
demonstrado ser de extrema importancia na toxicidade tanto do CPF
quanto do CPF-O.

Nosso trabalho também demonstrou que a exposi¢do ao CPF e
ao CPF-O apds 6 horas, aumentou a fosforilagcdo de GSK-3, porém néo
alterou os niveis de B-catenina. Nossos dados estdo de acordo com um
estudo que mostrou aumento na fosforilacdo de GSK-3f3 apds repetida
exposi¢do ao CPF por 10 dias sem alteracdo nos niveis de p-catenina no
hipocampo de ratos (CHEN et al.,, 2012). Esse trabalho sugere o
envolvimento da hiperfosforilagdo de GSK-3B na neurotoxicidade
induzida pelo CPF, como um mecanismo ndo colinérgico (CHEN et al.,
2012). Assim, o aumento da fosforilacdo da enzima GSK-3p e a sua
inibicdo observada no nosso trabalho, poderia também estar envolvida
na reducdo da viabilidade induzida pelo CPF e CPF-O. Além disso, o
aumento da fosforilagdo de GSK-3B aqui demonstrada, parece nao
ocorrer via AKT, uma vez que a exposi¢cdo ao CPF e CPF-O néo ativou
esta enzima. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
estabelecermos uma relagdo temporal de ativacdo da via AKT/GSK-3p.
Além disso, o0 aumento da fosforilagdo de GSK-3p pode ser proveniente
da ativacdo de outras cinases intracelulares, além da AKT. Trabalhos
vem demonstrando que a enzima p38™*" pode fosforilar GSK-3p
(BIKKAVILLI et al., 2008; THORNTON et al., 2008), porém, para
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testar esta hip6tese no nosso modelo, experimentos adicionais deverao
ser realizados. Por fim, percebe-se que a literatura carece de trabalhos
que investiguem a relacdo desta via com os compostos OF e 0 seu
envolvimento com os efeitos téxicos induzidos pelos mesmos devem
ser aprofundados.
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7. CONCLUSAO

A partir da finalizacdo deste projeto, podemos concluir que o
estresse oxidativo e a modulagdo de cascatas de sinalizagdo intracelular
(ativacdo de MAPKs, ERK1/2 e p38™*°K ¢ inibicdo da GSK3p)
parecem estar envolvidos na citotoxicidade induzida pelos compostos
OFs, CPF e CPF-O. Estas alteragcBes a nivel molecular poderiam
compreender eventos alternativos a superestimulagdo colinérgica em
um modelo in vitro utilizando as células HT22 expostas aos OFs. A
figura 38 apresenta um resumo dos resultados aqui encontrados.

No entanto, ainda ndo estd totalmente esclarecida a relacdo
entre esses eventos, necessitando, desta forma, de estudos adicionais
para estabelecer essa relagdo e para melhor compreender tais eventos
induzidos pelo pesticida CPF e seu metabdlito CPF-O.

Além disso, foi aqui observada a acdo neuroprotetora de um
composto antioxidante frente a citotoxicidade induzida pelo CPF e
CPF-O. Este dado, juntamente com outros trabalhos da literatura que
demonstram neuroprotecdo com uso de moléculas antioxidantes,
suportam, de forma inicial, a utilizacdo destas moléculas juntamente
com a terapia convencional nos casos de intoxicagdo por compostos
OFs.
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Figura 38: Resumo dos resultados
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A exposicdo ao CPF e ao CPF-O levou a redugdo dos nivies de GSH e ndo
alterou os nivies do anion superdxido. O pré-tratamento com NAC protegeu
parcial e totalmente a citotoxicidade do CPF-O e CPF respectivamente
enquanto o pré-tratamento com Trolox ndo protegeu. Além disso, o
cotratamento com atropina ou pralidoxima também néo protegeu as células
HT22 da citotoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O. A exposi¢do ao CPF e
CPF-O levou a inibil¢do da GSK3p e somente o CPF causou a ativacdo da
ERK1/2 e p38™**S. Entretando a inibicdo da ERK1/2 ou p38™*“® nio protegeu
as células HT22 da citotoxicidade induzida pelo CPF e CPF-O.
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