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RESUMO

FERNANDES, L.S. Neuropatia retardada induzida por organofosforados: estudo
in vitro dos mecanismos de neurotoxicidade do organofosforado triclorfom e

estratégias de neuroprotecdo. 2017. 148f. Tese (Doutorado). Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirao
Preto, 2017.

Os praguicidas organofosforados (OPs) sdo amplamente utilizados na industria
quimica e na agricultura em todo o mundo. Muitos deles séo potenciais causadores
da “Neuropatia Retardada Induzida por Organofosforados” (NRIOP), caracterizada
pela degeneracdo distal de axbnios do sistema nervoso central e periférico
(degeneracao do tipo Walleriana). O praguicida triclorfom (dimetil 2,2,2-tricloro—1—
hidroxietil fosfonato) tem sido utilizado em larga escala na producdo agricola e
também no controle de vetores transmissores de varias doencas. Ha relatos de
efeitos neuropaticos em seres humanos expostos ao triclorfom, mas apesar disso, 0
seu potencial neuropético e seus mecanismos de neurotoxicidade ainda néo foram
elucidados. Assim, no presente estudo foram avaliados o0s mecanismos de
toxicidade do praguicida OP triclorfom utilizando linhagem SH-SY5Y de
neuroblastoma humano como modelo, e também foram avaliados possiveis agentes
neuroprotetores em células tratadas com o bem estabelecido indutor da neuropatia
mipafox. Foram utilizados como possiveis neuroprotetores: a amilorida e nimodipino
(blogueadores de canais de calcio tipo T e L respectivamente), MDL 28170 (inibidor
(1) de calpaina) e liraglutida (um agonista do “glucagon like peptide” -GLP-1). Foram
usados o mipafox, como modelo de inducdo da NRIOP e o paraoxon, como modelo
ndo indutor da NRIOP. Os ensaios de inibicao e reativacdo da esterase susceptivel
a neuropatia (ESNp) e de citotoxicidade mostraram que somente o mipafox e o
triclorfom apresentaram inibicdo e envelhecimento da ESNp superiores a 70% em
concentracfes com baixa toxicidade, condicdo compativel com a inducdo da NRIOP.
A ativacdo das calpainas foi observada apenas no tratamento com mipafox, efeito
este inibido pela nimodipina, amilorida e pelo MDL 28170. Triclorfom e o mipafox
causaram elevacédo significativa nos niveis de calcio intracelular e da caspase-3,
além de inibir significativamente o crescimento de neuritos. Os trés OPs avaliados
foram capazes de diminuir a captacdo da glicose, que foi aumentada nos grupos
tratados com mipafox associado com neuroprotetores. As quatro substancias
utilizadas como possiveis neuroprotetoras reduziram significativamente o dano
causado pelo mipafox sobre os neuritos. O modelo usado no estudo mostrou-se
apropriado para a caracterizacdo dos OP neuropaticos, pois permitiu a diferenciacao
dos efeitos do mipafox (neuropatico) e do paraoxon (ndo-neuropatico). Os dados
obtidos indicam que o triclorfom tem potencial indutor de NRIOP, e a amilorida,
nimodipino liraglutida e MDL apresentaram potencial neuroprotetor.

Palavras-chave: Neuropatia Retardada Induzida por Organofosforados (NRIOP),
Esterase Susceptivel a Neuropatia (ESNp), Triclorfom, mipafox, paraoxon, amilorida,
MDL 28170, nimodipino, liraglutida.



ABSTRACT

FERNANDES, L.S. Organophosphate induced delayed neuropathy: in vitro study
of the neurotoxicity mechanisms induced by the organophosphate trichlorfon
and strategies of neuroprotection. 2017. 148f. Thesis (Doutoral). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2017.

Organophosphorus (OP) pesticides are widely used in the chemical industry and
agriculture around the world. "Organophosphate Induced Delayed Neuropathy"
(OPIDN) is characterized by distal degeneration of axons of the central and
peripheral nervous system (Wallerian-type degeneration). The OP trichlorfom
(dimethyl 2,2,2-trichloro-1-hydroxyethyl phosphonate) has been used in large scale in
agricultural production and also for the control of vectors that are transmitter of
diseases. There are reports of neuropathic effects in humans exposed to trichlorfon,
but despite this, its neuropathic potential and mechanisms of neurotoxicity have not
yet been elucidated. Thus, in the present study we evaluated the mechanisms of
toxicity of trichlorfom and possible neuroprotective agents in SH-SY5Y human
neuroblastoma cells treated with the well-established neuropathy inducer mipafox.
The following neuroprotective agents were used: amyloride and nimodipine (T and L-
type calcium channel blockers, respectively), MDL 28170 (calpain inhibitor (llI) and
liraglutide (a "glucagon-like peptide" - GLP-1 agonist). Mipafox was used as
neuropathic OP and paraoxon was used as a non-neuropathic OP. Inhibition and
reactivation assays of neurpathy target esterase (NTE) and cytotoxicity showed that
only mipafox and trichlorfon showed inhibition and aging of 70% of the NTE in
concentrations that presented low toxicity, consistent with development of OPIDN.
Activation of calpain was observed only in the treatment with mipafox, an effect
inhibited by nimodipine, amyloride and MDL 28170. Triclorfom and mipafox caused
significant increase in the levels of intracellular calcium, caspase-3 and significantly
inhibiting neurite growth. All three OPs assessed in this work caused a decrease in
glucose uptake, which was increased in groups treated whith mipafox plus
neuroprotectors. Substances used as possible neuroprotective agents significantly
reduced the inhibitory effect of mipafox on neurite outgrowth. The model used in the
study proved to be appropriate for characterizing neuropathic OPs, because it
allowed a differentiation of the effects of mipafox (neuropathic) and paraoxon (non-
neuropathic). The data obtained indicate that trichlorfonm has potential in cause
OPIDN. Amiloride, nimodipine, MDL and liraglutide have presented potential
neuroprotective effects.

Keywords: Organophosphate Induced Delayed Neuropathy (OPIDN), Neuropathy
Target Esterase (NTE), trichlorfon, mipafox, paraoxon, amiloride, MDL 28170,
nimodipine, liraglutide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Praguicidas no cenario econémico e da saude publica

O agronegdcio é fundamental para a economia do pais, pois representa cerca
de um tergo do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e tem dado grande contribui¢cdo
as exportacdes de produtos agricolas. O Brasil conta com 388 milhGes de hectares
de terras agricultaveis férteis e de alta produtividade. Segundo dados do Ministério
da Agricultura, as exportac6es de produtos agricolas do pais passaram de US$ 27
bilhes em 2004 para US$ 95 bilhdes em 2011. O superavit da balanca comercial do
agronegdcio brasileiro até abril de 2016 atingiu US$ 7,1 bilhdes (AGRICULTURA,
2016).

Seguindo esta tendéncia da expansdo agricola, o mercado nacional de
praguicidas teve que se manter em crescente de produtividade. O faturamento
liquido das industrias quimicas que produzem praguicidas passou de 1,1 bilhdes de
dolares em 1990 para cerca de 4,0 bilhées de dolares em 2005 (SILVA, J.M.; FARIA,
H.P.; SILVA, E.N.; PINHEIRO, T.M.M., 2006). Contudo, o aumento da produtividade
e consequente aumento do uso de praguicidas estéo relacionados com a elevagao
do nimero de casos de intoxicacdes por estes agentes (BONELLI, 2002).

Em 2013, o Sistema Nacional de Informacbes Toéxico-Farmacolbgicas
(SINITOX, 2013) da Fundagcdo Oswaldo Cruz, divulgou que os agrotoxicos sao
causadores de cerca de 7% dos casos de intoxicagcfes registrados no Brasil, sendo
responsaveis por 35% dos 6bitos registrados por intoxicacdo humana naquele ano.
Em 2013, o SINITOX registrou mais de 42 mil casos de intoxicacdo humana e mais
de 200 Obitos, sendo que os trés agentes toxicos de maior letalidade (razdo do
nimero de Obitos pelo ndmero de casos decorrentes de intoxicacdo) foram:
agrotoxicos de uso agricola, metais e produtos veterinarios, nesta ordem. Mas
provavelmente o cenario é ainda pior, pois segundo estimativas do Ministério da
Salde estes numeros refletem apenas parcialmente a realidade do Brasil, sendo
que para cada evento de intoxicagcdo por agrotoxico notificado, estima-se que
existam outros 50 nao relatados (PIRES, 2005a).

Estudos epidemiolégicos desenvolvidos com trabalhadores rurais da serra
galucha demonstraram que a intoxicacdo por agrotoxicos apresentou forte

associacdo com transtornos psiquiatricos menores, denominados problemas de
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nervosismo e problemas de tristeza e desanimo (AMORIN, 2003). Assim,
trabalhadores que manipulam estes compostos de maneira inadequada por um
longo periodo de tempo apresentam transtornos psiquiatricos que podem contribuir
para o elevado indice de tentativas de suicidio.

O uso de praguicidas € um fator de risco muito importante em se tratando
tanto de trabalhadores rurais como do meio ambiente. Porém, as utilidades destes
produtos excedem as que se conhecem mais comumente. Estes compostos sao
utilizados na construcdo e manutencdo de estradas, tratamentos de madeiras para
construgdo, armazenamento de gréos e sementes, industria moveleira e na saude
publica para o combate de vetores transmissores de doencas endémicas e
epidémicas (SILVA, J. M. F., H.P.; SILVA, E.N.; PINHEIRO, T.M.M., 2006).

Como na maioria das vezes os praguicidas sdo utilizados principalmente em
paises de terceiro mundo, onde as culturas agricolas dispdem de recursos humanos
pouco treinados e pouca ou nenhuma estrutura para a fiscalizagdo ou treinamento
adequado, uma grande inquietacdo vem crescendo cada vez mais por parte dos
orgaos responsaveis pela fiscalizacdo e boas praticas de manejo destas
substancias, pois as populacbes destes lugares sao altamente suscetiveis a
intoxicacbes agudas e também exposi¢cdes crbnicas, o que leva a um grande
namero de mortes e doencas decorrentes da exposi¢cao aos praguicidas (LONDON
et al., 2005; MONGE et al., 2005).

Um cenario do uso de praguicidas que também vem se destacando nos ultimos
anos € o seu uso cada vez em maiores quantidades no controle de vetores de doencas,
j& que crescentes numeros de casos de doencas transmitidas por mosquitos,
principalmente 0 mosquito Aedes aegypti, que transmite o virus de doencas como a
dengue, zika virus e chickungunia, vém ocorrendo. Pelo aumento de pessoas afetadas
por essas doencas, a tentativa de controle desses vetores utilizando praguicidas
também vem aumentando. Em um estudo realizado por CARVALHO (2004) e
BEZERRA (2007) utilizando o temefos -organofosforado recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2011) para ser utilizado no controle de
larvas do A. aegypti — foi demonstrado que dosagens cada vez maiores eram
necessarias para o controle do mosquito, mostrando uma resisténcia das larvas.
BENITEZ-TRINIDAD et al. (2015) observaram que o temefos pode ter um efeito
citostatico e apoptdtico, e que pode ter potencial efeito genotoxico em células

metabolicamente capazes de realizar sua biotransformacédo. Outro praguicida



Introducéo | 3

organofosforado recomendado pela OMS para o controle do A. aegypti € o malation.
Muitos estudos demonstram que o malation possui baixa toxicidade para mamiferos;
porém, alguns estudos vém demonstrando que ele aumenta a peroxidacao lipidica em
cérebro, figado e eritrocitos de roedores, evento que pode contribuir para o
desenvolvimento de diversas doencas (AKHGARI et al., 2003; HAZARIKA et al., 2003).
Além disso, o malation pode ser biotransformado em mamiferos para o0 malaoxon que é
extremamente toxico aos mamiferos (JOHNSON et al., 2000).

Em geral, dentre os praguicidas responsaveis por intoxicacdées no homem,
destacam-se os OPs, com 34%, e os carbamatos, com 26%. Os OPs sao os
praguicidas mais utilizados nas tentativas de suicidio e levam também ao maior
namero de mortes, seja por exposicdo voluntaria ou involuntaria (PIRES, D. X.,
CALDAS, E.D., RECENA M.C.P., 2005; PIRES, D. X. C., E. D.; RECENA, M. C. P.,
2005). Alguns estudos relacionam a exposicdo aos praguicidas com sintomas
neuropsiquiatricos (REHNER et al., 2000). Existem varios relatos sugerindo que 0s
OPs podem estar associados ao aumento do risco para varias doencas cronicas,
incluindo respiratorias, metabolicas (diabetes) e neurolégicas (doenca de Alzheimer
e doenca de Parkinson) (CHAKRABORTY et al., 2009).

1.2 Praguicidas organofosforados

O termo praguicida pode ser definido como qualquer substancia ou mistura de
substancias com o intuito de prevenir, destruir, repelir ou mitigar pragas. Pragas
podem ser insetos, roedores, ervas daninhas, e uma série de outros organismos
indesejaveis (Organizacdo para Agricultura e Alimentacdo das Nac¢Bes Unidas —
FAO). A legislacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA (2002), no
inciso IV do decreto 4074 de janeiro de 2002 traz uma definicdo semelhante:
agrotoxicos e afins sdo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biol6gicos, destinados ao uso nos setores de produgcdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e 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 vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores
e inibidores de crescimento (ANVISA, 2002).
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O desenvolvimento dos compostos OP como praguicidas ocorreu somente no
final dos anos 1930 e inicio dos anos 1940, quando o quimico alemao Gerhard
Schrader descobriu a estrutura quimica geral dos praguicidas OP. Este quimico
também sintetizou o primeiro praguicida OP comercializado, chamado Bladan,
contendo TEPP (tetraetil pirofosfato) como ingrediente ativo, e um dos mais
conhecidos, paration, em 1994 (TERRY, 2012).

Quimicamente, os praguicidas OPs normalmente séo ésteres, ésteres de tiol
ou anidridos derivados de acidos fosforicos. Na figura 1 pode-se observar a estrutura
quimica geral dos compostos OPs. Se os radicais R1 e R2 estiverem diretamente
ligados ao atomo de fésforo, os compostos sdo chamados de fosfinatos. Se ambos
radicais R1 e R2 estiverem ligados ao atomo de fésforo via ligacdo -O- ou -S-, entdo
sdo chamados de fosfatos, e se um radical se ligar diretamente ao fésforo e o outro
por ligagdo -O- ou -S-, sdo chamados de fosfonatos. Nos OPs chamados
fosforoamidatos, o carbono € ligado ao fosforo através de um grupamento amino
(JOHNSON, 2000).

R, e R, séo geralmente

dois grupos metil ou R1
etil para formar dimetil ap6s a ligagdo enzimatica. Pode
ou dietil P I x ser alifatico, aromatico ou grupos

/ heterociclicos que serdo ligados
R2 ao atomo de fésforo por uma
ligagao -0- ou -S-

0O grupamento X ira abandonar o
complexo enzima-organofosforado

*Ou
Figura 1 — Estrutura quimica geral dos organofosforados (JOHNSON, 2000).

Para todos os compostos que contém um atomo de enxofre ligado ao fosforo,
um bioativacdo metabdlica € necessaria para que manifeste sua atividade biologica,
uma vez que apenas 0s compostos com uma ligagdo P = O s&o inibidores eficazes
da AChE. Este bioativacdo consiste em uma dessulfuracdo oxidativa mediada,
principalmente, mas ndo exclusivamente, no figado por enzimas do citocromo P450
(CYPs), e que leva a formagao de um "oxon” (ZHUANG et al., 2014). No entanto,
estes analogos oxidados podem ser rapidamente hidrolisados por hidrolases
encontrados nos tecidos dos mamiferos. Os insetos sdo mais sensiveis a estes

compostos, porque muitas vezes ndo possuem estas enzimas (GLYNN, 2000)
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Os praguicidas organofosforados sdo absorvidos através da pele, trato
respiratério e gastrointestinal, e muitas vezes a sua absorcéo é favorecida pelos
solventes presentes na formulacdo. A absorcdo através da pele é maior em
temperaturas mais elevadas, ou quando ha lesGes na pele. Depois da absorcéo,
estes compostos e 0s seus metabolitos sdo rapidamente distribuido a todos os
tecidos (VAN DER SCHANS et al., 2003).

O International Programme on Chemical Safety — World Health Organization
(IPCS-WHO) classifica os praguicidas organofosforados e carbamatos como
inibidores das colinesterases com menores efeitos ao ambiente, porém com maior
toxicidade aguda aos organismos. Este programa da Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) vinha classificando estes compostos de acordo com a dose letal para 50% da
populacdo exposta (DL50) em: la (Extremamente toxicos); Ib (Altamente toxicos); Il
(Moderadamente téxicos); Il (Pouco toxicos) e U (Improvaveis de apresentar
toxicidade aguda). A partir de 2009 os critérios de classificagdo foram revisados e a
OMS agora usa a categoria de perigo de toxicidade aguda da “The Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals” — GHS — (Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos)
como ponto de partida para a classificacdo. Este sistema leva em consideracéo a
toxicidade oral e dérmica, e os valores desta classificacdo sdo derivados da
estimativa de toxicidade aguda para cada substancia levando em consideragao

também a DL50. A classificacdo da OMS € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificagdo da OMS para os compostos inibidores das colinesterases OPs e
carbamatos de acordo com a dose letal para 50% da populacdo exposta (DLso).

DLso para ratos

Classificacdo da OMS (mg/Kg de peso corporal)

Oral Dérmica
la- Extremamente perigosos <5 <50
Ib- Altamente perigosos 5-50 50-200
II- Moderadamente perigosos 50-2000 200-2000
lll- Pouco perigosos Acima de 2000  Acima de 2000

U- Improvaveis de apresentar
toxicidade aguda

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2009).

5000 ou mais
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica
estes compostos de acordo com a dose letal capaz de matar 50% da populacao
exposta (DL50) em: Classe | (Extremamente Téxicos — Faixa vermelha); Classe Il
(Altamente Toxicos — Faixa Amarela); Classe Il (Medianamente Toéxicos — Faixa
azul); Classe IV (Pouco Toéxicos — Faixa verde). Alguns OPs dos mais usados em
todo o Brasil fazem parte da classe | (metamidofos) e outros fazem parte da classe |l
(triclorfom) (ANVISA, 2012). Na tabela 2 pode-se observar a classificacdo da
ANVISA.

Tabela 2 — Classificacdo da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria para os compostos
inibidores das colinesterases OPs e carbamatos de acordo com a dose letal capaz de matar
50% da populacéo exposta (DLso).

Extremamente

Classe | . . Vermelha
Toxico

Classe Il Altamente Téxico Amarela

Medianamente

Classe IlI o
Toxico

Classe IV Pouco Toxico

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA 2012).

1.3 Aintoxicacéo por praguicidas organofosforados

Embora os OPs empregados como inseticidas apresentarem preferencial
toxicidade aos insetos, eles também sdo toxicos aos humanos e outros animais
devido a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e subsequente acumulo de
acetilcolina nas sinapses nervosas (COLOVIC et al., 2013). Contudo, clinicamente,
0s sintomas da intoxicacdo por OPs ndo provém apenas da inibicdo da AChE e séo
divididos em quatro sindromes: sindrome aguda (colinérgica), sindrome
intermediaria, transtornos neuropsiquiatricos crénicos induzidos por OPs e
neuropatia retardada induzida por OPs (NRIOP) (COSTA, 2007).

ST

central e periférico, enzima responsavel pela rapida e eficiente hidrélise do
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neurotransmissor acetilcolina (ACh). Em condi¢cdes normais, a célula pré-sinaptica
sintetiza acetilcolina a partir de colina mais o cofator acetil coenzima A, através da
acdo da enzima colina acetiltransferase. Uma vez liberada, a ACh é removida
rapidamente pela acetilcolinesterase. Entretanto, quando ocorre a inibicdo da AChE,
a eficiéncia desta enzima se perde e o efeito da acetilcolina se prolonga nas
sinapses. Como consequéncia disto, h4 um aumento da atividade do sistema
nervoso autbnomo parassimpatico e do sistema nervoso central (COSTA, 2007). Os
sinais devido a estimulacdo do sistema nervoso autbnomo parassimpatico podem
ser provenientes da acdo da ACh em receptores muscarinicos ou nicotinicos. A
estimulacdo dos receptores muscarinicos leva ao aumento de secrecdes,
broncoconstricdo, miose, célicas gastrintestinais, diarreia, bradicardia e polidria. Os
efeitos da ativacdo dos receptores nicotinicos sdo: fadiga, céibra, fasciculacbes e
fraqueza muscular generalizada. Os efeitos no sistema nervoso central resultam em:
confusdo mental, cefaleias, convulsdes e coma. E necessario atendimento
emergencial na ocorréncia destes sintomas, podendo ser administrada a atropina,
gue é um antagonista competitivo da acetilcolina, e as oximas, que agem como
reativadores nucleofilicos da AChE (POPE, KARANTH e LIU, 2005).

Algumas pessoas que sobrevivem a exposi¢cado aguda pelos OPs descrevem
sintomas neurolégicos que duram muito depois de os sintomas agudos terem
diminuido. Em 1995 ocorreu um ataque ao metré de Tokio onde o as pessoas foram
expostas ao gas Sarin, composto OP, e cinco anos apds o atague, pessoas que
sobreviveram ainda sofriam de visdo turva, entravam em fadiga com facilidade,
tinham dificuldade de concentracdo e insdnia. Exames de ressonancia magnética
revelaram alteracBes estruturais nos cérebros dos individuos expostos. Estes
sintomas de longa duracdo podem ser consequéncia da atividade convulsiva e da
andxia iniciada pela inibicdo aguda da AChE (MCDONOUGH e SHIH, 1997,
KAWADA et al., 2005; YANAGISAWA, MORITA e NAKAJIMA, 2006; YAMASUE et
al., 2007; JIANG et al., 2010).

Uma segunda manifestacdo clinica decorrente da intoxicacdo por OP é
chamada de Sindrome Intermediaria. Esta sindrome foi descrita primeiramente por
Senanayake e Karalliedde em 1987, e manifesta-se depois da crise colinérgica e
antes da NRIOP. Ela é caracterizada por fraqueza dos musculos proximais dos
membros, musculos flexores do pescoc¢o, musculos respiratérios e nervos motores

cranianos. Também foi observada necrose da fibra muscular apés a crise colinérgica
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aguda. Embora a incidéncia da Sindrome Intermediaria possa ser alta e seja
considerada como uma das principais causas de morbidade e mortalidade
associadas aos OP, a fisiopatogia subjacente desta sindrome ainda ndo é
esclarecida. Nao ha um tratamento especifico para esta sindrome e a intervencao é
somente de suporte (SENANAYAKE e KARALLIEDDE, 1987; YANG e DENG, 2007;
ABDOLLAHI e KARAMI-MOHAJERI, 2012).

Os transtornos neuropsiquiatricos cronicos induzidos por OP podem ser
causados pela exposicao repetida e a baixas doses de OP, onde ndo ocorre uma
crise colinérgica. O mecanismo desta sindrome € o menos conhecido e sabe-se que
independe da inibicdo de esterases. Os sinais clinicos mais comuns incluem
comprometimento da memdria, dificuldade de concentracdo e aprendizagem,
ansiedade, depressdo e sintomas extrapiramidais tais como: tremor, instabilidade
postural e rigidez dos musculos da face ndo responsivos ao tratamento por levodopa
(SALVI RM, 2003). Uma hip6tese para explicar a neurotoxicidade a longo prazo em
exposicoes a baixas doses de OPs pode envolver a modificacdo OP de proteinas no
sistema de transporte axonal. Os sistemas de transporte movem as organelas do
nucleo das células para os terminais axonicos e de volta para o nucleo. Muitas
proteinas estao presentes no axoplasma dos neurbnios, sugerindo o envolvimento
de um grande numero de proteinas neste processo de transporte, que podem ser
alteradas apoés a exposicdo aos OPs (GUPTA e ABOU-DONIA, 1994; GEARHART et
al., 2007; PRENDERGAST et al., 2007; TERRY et al., 2007; RISHAL et al., 2010).

Na década de 30 a NRIOP foi observada pela primeira vez, quando pacientes
de tuberculose foram tratados com fosfocreosoto, que € uma mistura indefinida de
ésteres derivados do acido fosforico e fendis. Desde entdo, foi observado mais de
70.000 casos em humanos nos ultimos 75 anos. Na década de 30, milhares de
casos de paralisia ocorreram nos Estados Unidos devido ao consumo de uma
bebida alcodlica conhecida como Ginger Jake contaminada com tri-orto-cresil fosfato
(TOCP). Posteriormente, epidemias similares foram reportadas no Marrocos,
Holanda, lugoslavia, Franca, Africa do Sul e india (ZHAO et al., 2004). Esta
sindrome é clinicamente silenciosa por 1-2 semanas até o aparecimento de fraqueza
muscular, céibras, dores musculares, sensacdo de formigamento, perda de
sensibilidade, fraqueza distal progressiva e queimacao principalmente nos pés e as
vezes nas maos, que pode progredir para debilidade progressiva, inicialmente nas

pernas e posteriormente para atrofia distal dos musculos. Os casos mais graves
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podem levar a paralisia completa, problemas respiratorios e morte (ABOU-DONIA,
2003).

1.4 Neuropatia retardada induzida por organofosforados: o papel da ESNp

Esta neuropatia caracteriza-se por uma axonopatia distal, central e periférica
tipo Walleriana que se desenvolve de 8 a 14 dias apods intoxicacdo por um OP
neuropatico. Dentre os OPs que causam a NRIOP, incluem fosfatos, fosfonatos e
fosforamidatos. Como exemplo de alguns compostos que ja foram relatados como
causadores da NRIOP tem-se o TOCP, metamidofés, mipafox, diclorvés, leptofés e
triclorfom. O mecanismo de acdo toxica para o desenvolvimento da NRIOP foi
descrito por (JOHNSON, 1982).

O primeiro evento observado é a desalquilacdo fosférica de uma esterase
conhecida por esterase susceptivel a neuropatia (ESNp). Contudo, a simples
inibicdo da ESNp n&o é suficiente para causar a NRIOP. E necesséria a geracdo de
uma carga negativa na porcao terminal do grupamento fosforado ligado a enzima.
Isso ocorre como resultado de uma segunda reagédo, chamada de “envelhecimento”.
Este complexo negativo OP-esterase é extremamente estavel (Figura 2) e resiste a
quebra hidrolitica ou reativacdo promovida por agentes como oximas (GLYNN,
2000). E necessario haver pelo menos 70% de inibicdo e envelhecimento da ESNp
para o desenvolvimento da NRIOP.

Alguns inibidores da ESNp ndo neuropaticos tais como fosfinatos,
carbamatos, tiocarbamatos e sulfonil fluoretos apresentam ambos radicais “R”
diretamente ligados ao atomo de fosforo ou carbono (carbamatos e tiocarbamatos).
Estes compostos também reagem covalentemente com o centro ativo da esterase,
mas ndo promovem a reacdo de envelhecimento, consequentemente, esterases
inibidas por estes compostos ndo formam um grupo terminal com carga negativa e
sdo reativados por mecanismos endogenos (GLYNN, 2000; COSTA, 2007). Em
estudos realizados por Johnson (1969 e 1993), galinhas pré-tratadas com inibidores
da NTE nado neuropaticos, posteriormente expostas a OP neuropaticos, foram
completamente protegidas da neuropatia gerada por estes OPs. Além disso, houve
uma dose limiar e um fator temporal de protecao: pelo menos 30% da ESNp tinha
que ser inibida por um inibidor ndo neuropético, e inibidores da ESNp de acgéo curta,

tais como os carbamatos, conferiram protecdo com tempos relativamente curtos até
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o nivel de inibicdo ficar abaixo de 30%, mas os inibidores que produziram inibi¢cao
persistente como o fluoreto de fenilmetilsulfonilo (phenylmethylsulfonyl fluoride —
PMSF) levaram a uma protecao duradoura contra os compostos OPs neuropaticos
subsequentemente administrados, confirmando que a ESNp é um alvo relevante
para a iniciacdo da NRIOP (JOHNSON, 1969a; JOHNSON e READ, 1993).

A ESNp foi originalmente identificada por Johnson (1969) como alvo dos
ésteres OPs, pelos quais, causam a neuropatia retardada em humanos e outros
vertebrados (JOHNSON, 1969a). E uma enzima ligada & membrana, com 1327
aminoacidos, pertencente ao grupo das esterases, com peso molecular de 155 kDa,
e seu papel fisiologico ainda ndo esta totalmente estabelecido, mas sabe-se que ela
esta relacionada a homeostase das fosfatidilcolinas. Mais recentemente, a atividade
da ESNp vem sendo avaliada com substratos lisofosfolipidicos, mais relevantes em
sua funcao fisiolégica. Os lisofosfolipideos em células saudaveis de mamiferos
constituem entre 0,5 e 6% do peso total dos lipideos. No entanto, em concentracfes
elevadas, estes lipideos estao ligados a aterosclerose, a inflamacéo e hiperlipidemia.
Estudos recentes propdem que o papel fisiolégico da ESNp possa estar relacionado
com a manutencdo da fluidez da bicamada lipidica da membrana plasmatica e,
assim, a atividade normal da ESNp é essencial para a manutencdo da membrana
neuronal e, consequentemente, a permeabilidade da célula (MUHLIG-VERSEN et
al., 2005; GLYNN, 2006; 2007).

Provavelmente, a ESNp apresenta como substratos compostos carboxil
ésteres e € inibida pelos ésteres presentes nos OP por um mecanismo de acao geral
de uma esterase. O sitio ativo da enzima faz um ataque nucleofilico no acil-carbono
do éster. A hidroxila alcodlica é rapidamente liberada e um composto covalente acil-
enzima é produzido. Este composto € facilmente hidrolisado liberando o acido
carboxilico e a enzima. A ESNp reage de maneira analoga com os OP neuropaticos,
porém, neste caso ocorre a clivagem de uma ligacdo na cadeia P-O-R, P-NH-R ou
P-S-R e a perda de R conduz & formagdo de um residuo carregado mono-
substituido, que permanece ligado a proteina. Este composto negativo €
extremamente estavel e resiste a ruptura ou a reativagdo hidrolitica (Figura 2). A
taxa de hidrélise do organofosforado-enzima é muito menor do que o acil-enzima, o
que torna esta inibicdo praticamente irreversivel. A taxa de envelhecimento da
enzima fosforilada depende da natureza do grupo R que é perdido no OP, sendo

mais lenta para grupos metil (GLYNN, 2000).
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Figura 2 — Possiveis mecanismos de reagdo entre os praguicidas e a ESNp (JOHNSON,
1975b; RICHARDSON et al., 2013).

1.5 Degeneragéo do tipo Walleriana

Véarias desordens neurodegenerativas provocados por agentes toxicos
demonstram a ocorréncia da degeneracdao do tipo Walleriana, que €é uma
degeneracdo axonal. O conceito de degeneracao axonal foi inicialmente reportado
por Augustus Waller ha cerca de cem anos. De acordo com a sequéncia de eventos
gue ocorrem na porcdo distal do axénio, esta degeneracdo é chamada de axonal
tipo Walleriana e se caracteriza pela ativacdo de proteases calcio-dependentes
(calpainas) devido a passagem excessiva de célcio para o meio intracelular. A
ativacdo destas proteases promove a digestdo da porcéo terminal do axénio, o que
impede a transmissdo do impulso nervoso para a célula pés-sinaptica (ANTHONY,
2001). Inicialmente, hd um periodo em que a porgdo distal do axdnio mantém
relativa estrutura, transporte e conducao normais. A duracao deste periodo latente é
proporcional ao tamanho do axénio, sendo os maiores axonios e mais mielinizados
0os mais afetados. ApoOs este periodo de manutencgéo, ocorre entdo a proteodlise que
promove digestdo do axolema e axoplasma, impedindo a propagacdo do impulso

nervoso (FIGURA 3) (JORTNER et al., 2005).
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Figura 3 — Degeneracdo Walleriana. Digestdo da por¢éo terminal do ax6nio pelas calpainas
devido a entrada excessiva de calcio.

Embora a inibicdo e subsequente envelhecimento da ESNp tenham sido
propostos como o0s eventos iniciais da NRIOP, as alteracbes que ocorrem entre a
inibicdo da ESNp e o aparecimento dos sinais clinicos ndo estdo completamente
esclarecidas. O mecanismo proposto € que a inibicdo da ESNp pelos OPs esta
associada com um aumento das concentracdes de calcio intracelular e com isso ocorre
a ativacdo das calpainas (CHOUDHARY e GILL, 2001; EMERICK, PECCININI e DE
OLIVEIRA, 2010). Este aumento pode ativar quinases Ca+2/dependentes levando a
aberrante fosforilacdo de proteinas do citoesqueleto, o que € um fato comum em muitos
processos neurodegenerativos (SCHLAEPFER e BUNGE, 1973).
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As proteases calcio dependentes intracelulares possuem varias fungbes na
regulacdo dos diversos sistemas celulares. Dentre elas estdo as calpainas, que
apresentam como principais funcdes a degradacdo de proteinas do citoesqueleto,
modificacdo de receptores de esteroides e a ativacdo de proteinas quinases. Ja esta
estabelecido que existem, no minimo, dois tipos de calpainas. Um tipo requer
concentracdes de céalcio na ordem de mM para sua atividade, enquanto que o outro
tipo requer concentragdes de calcio na ordem de uyM (INOMATA, 1983). Estas
enzimas possuem uma enorme diversidade estrutural e funcional, haja visto que
também estdo envolvidas na patogénese de algumas doencas, como cancer e
distrofia muscular do tipo 2A.

Concentracfes elevadas de calcio nas células resulta na ativacdo das
calpainas, que leva a protedlise descontrolada tanto de proteinas alvo como das
ndo-alvo, levando a danos teciduais irreversiveis. Uma grande quantidade de
calpaina ativa que degrada componentes do citoesqueleto como espectrina,
subunidades dos microtubulos, proteinas associadas aos microtubulos e
neurofilamentos, podendo causar danos em canais i6nicos, moléculas de adeséao
celular, outras enzimas e receptores das membranas celulares (CASTILLO e
BABSON, 1998; LIU, LIU e WANG, 2008).

1.6 O papel dos organofosforados na diferenciacdo neuronal: neuritogénese,

proteinas de citoesqueleto e proteinas relacionadas a neuroplasticidade

Embora a inibicdo e subsequente envelhecimento da ESNp tenham sido
propostos como o0s eventos iniciais da NRIOP, e varios mecanismos tenham sido
propostos, a sequéncia de eventos que ocorrem entre a inibicdo da ESNp por OP
neuropaticos e o aparecimento dos sinais clinicos ndo foi ainda completamente
elucidada (JORTNER, 2010).

Além da inibic&do e envelhecimento da ESNp, outros eventos chave que levam
a expressao clinica da NRIOP incluem a disruptura da rede de neurofilamentos do
citoesqueleto axonal, que € uma caracteristica comum de varias neuropatias
guimicamente induzidas. Varios estudos relatam que os OPs neuropaticos sao
capazes de causar um aumento na fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto,

incluindo neurofilamentos, proteinas associadas a microtibulos (MAPS), tubulina, e
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F-actina (ABOU-DONIA, LAPADULA e SUWITA, 1988; ABOU-DONIA, 1993;
SACHANA et al., 2003).

A funcdo do sistema nervoso depende de uma complexa arquitetura das redes
neuronais. A germinacéo e alongamento de axdnios e dendritos no momento e direcéo
correta forma uma base de conectividade neuronal adequada, e consequentemente um
bom funcionamento do cérebro. Apesar de uma ampla variedade de formas neuronais no
cérebro em desenvolvimento, 0 surgimento inicial de um neurito — uma extensao cilindrica
com um cone de crescimento na ponta distal que ndo possui caracteristicas claras de um
axénio ou um dendrito — pode ser observado para todos os neurénios de maneira similar,
ocorrendo a quebra da forma original com a formacgéo de um broto, que se transformara
em um neurito, que se desenvolvera em um axénio ou dendrito (FIGURA 4) (DA SILVA e
DOTTI, 2002). A neuritogénese é dependente de varios componentes do citoesqueleto. O
crescimento de neuritos € uma expressao morfoldgica de diferenciacdo neuronal que
produz uma polaridade funcional e estrutural que leva ao crescimento de axonios e
dendritos (SMITH, 1988; BRADKE e DOTTI, 1997).

a) Botdo inicial Formacao do neurito Polarizacao

b) Botdo inicial Formacao do neurito Polarizacao

=
Ny

X

Figura 4 — Figura retirada do artigo publicado por (DA SILVA e DOTTI, 2002). A) imagens
de contraste de fase mostrando as fases iniciais de neuritogénese em culturas de neurdnios
do hipocampo de embriGes de rato. A esfera neuronal é quebrada e ocorre a formacéo de
brotos com o inicio da formagédo dos neuritos (seta azul). Ocorre entdo a extensdo dos
neuritos com polarizacdo morfolégica para a formacdo de ax6nios e dendritos. Neste
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exemplo, o axdnio parece desenvolver-se a partir do primeiro broto, mas na maioria dos
casos nao existe uma correlacdo direta. B) Representacdo esquematica da formacédo dos
neuritos.

A maioria das células animais possui trés tipos de filamentos do citoesqueleto
responsaveis por sua organizacdo espacial e propriedades mecanicas. Sao eles os
filamentos intermediarios, que proporcionam resisténcia mecanica; 0os microtubulos,
que determinam o posicionamento de organelas delimitadas por membranas e
direcionam o transporte intracelular; e os filamentos de actina, que determinam a
forma da superficie celular e sdo necessarios a locomocédo da célula como um todo.
Existem centenas de moléculas acessorias que tanto interligam os filamentos entre
si quanto o0s conectam aos outros componentes celulares. Os filamentos
intermediarios sdo formados por subunidades que séo, por si so, fibrosas e longas,
enquanto os filamentos de actina e microtubulos s&o formados por actina e tubulina
respectivamente, que sdo subunidades compactas e globulares (ALBERTS, 2010).

Os principais elementos do citoesqueleto dos quais a neuritogénese €
dependente sdo os neurofilamentos (NFS), microtibulos e proteinas associadas aos
microtubulos (MAPSs). Os ax6nios maduros nas células neuronais contém uma
elevada densidade de proteinas NFS, que séo filamentos intermediarios do
citoesqueleto neuronal e séo divididas em trés grupos de acordo com seu peso
molecular em NF-68, 160 e NF-NF-200 kDa. O neurofilamento de 200 kD (NF-200) é
um marcador axonal e de diferenciagcdo neuronal muito Gtil na imunocitoquimica
(ABOU-DONIA, LAPADULA e SUWITA, 1988; ABOU-DONIA, 1993; CHO e
TIFFANY-CASTIGLIONI, 2004; BUTTIGLIONE et al., 2007).

Neurbnios expressam altos niveis da proteina 43 associada ao crescimento
(GAP43) durante o axogénese e sinaptogénes. Esta proteina € um dos principais
constituintes dos cones de crescimento dos axbnios centrais e periféricos e é
expressa durante o crescimento axonal, regeneracdo, e modula a formacgédo de
novas conexdes. Alguns estudos sugerem que a GAP43 pode estar envolvida em
sinais intra e extracelulares para regular a organizacdo do neuroesqueleto nas
terminacbes nervosas e também pode influenciar o estado de crescimento do
terminal pré-sinaptico através de uma associacdo com proteinas do citoesqueleto
(SHEA et al.,, 1991; BENOWITZ e ROUTTENBERG, 1997; CHO e TIFFANY-
CASTIGLIONI, 2004). Os neurdnios em crescimento, in vivo ou in vitro, expressam
niveis elevados de GAP-43 coincidente com o inicio do crescimento de neuritos
(DANI, ARMSTRONG e BENOWITZ, 1991; DAS, FREUDENRICH e MUNDY, 2004).
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Duas proteinas associadas a vesiculas sinapticas, sinapsina e sinaptofisina,
estdo associadas com a sinaptogénese e podem sofrer a interferéncia dos OPs. A
sinaptofisina € um marcador terminal associada a vesicula pré-sinaptica, enriquecida
em espinhas dendriticas, e esta fortemente implicada na plasticidade sinaptica, a
funcdo cognitiva e sinaptogénese. O aumento da sinaptofisina podera indicar a
formacao de vesiculas sinpticas, indicando um aumento de vesiculas sinapticas ja
existentes, ou a formacéo de novos terminais nervosos (BROWNING et al., 1993;
ZHANG et al., 2014). As sinapsinas sdo fosfoproteinas associadas as vesiculas
sinapticas que regulam exocitose de vesiculas sinapticas e podem estar envolvidos
na sinaptogénese. Alguns estudos sugerem que a sinapsina | e sinapsina Il sao
proteinas ligadas a ATP que sao regulados pela ligagdo Ca2+/calmodulina e
modulam a neurossecrecao por interacdo com a actina do citoesqueleto. A sinapsina
| € a mais abundante de todas as fosfoproteinas neuronais e quando desfosforilada
esta ligada as vesiculas sinpticas, ancorando-as ao citoesqueleto do terminal
nervoso. A fosforilacdo da sinapsina | induz a sua liberacdo da actina, ocorrendo um
aumento do numero de vesiculas disponiveis para fusdo com a membrana e
exocitose (BROWNING et al., 1993; CECCALDI et al., 1995; CARLSON e EHRICH,
2001; ZHANG et al., 2014). Ambas proteinas, sinapsina e sinaptofisina, aumentam
em nivel com a formacdo de sinapses maduras em culturas de células em
desenvolvimento.

1.7 O organofosforado triclorfom

Desde 1952, o OP triclorfom (2,2,2-tricloro-1-hidroxietil dimetil fosfonato)
(Figura 3) tem sido utilizado em larga escala como inseticida para aumento da
producdo agricola e também no controle de vetores transmissores de doencas,
devido a sua atividade inibidora da acetilcolinesterase (AChE) dos insetos. E
utilizado para a aplicacdo em partes aéreas de culturas de algoddo, amendoim,
batata, cacau, café, cana-de-acucar, cereais, forragens, frutos, girassol, hortalicas,
leguminosas, pastagens e soja (ANVISA, 2012).
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Figura 5 — Estrutura quimica do organofosforado triclorfom.

Na medicina veterindria, tem sido utilizado, por via oral ou injetavel, contra ecto e
endoparasitas. Na medicina humana, sob a denominacdo de metrifonato, o triclorfom foi
utilizado na década de 90 em ensaios clinicos para o tratamento sintomatico da doenca
de Alzheimer, bem como no tratamento da esquistossomose (LIU, CHANG e WU, 2009).

A doenca de Alzheimer (DA) é associada a uma série de alteracdes genéticas,
neuropatoldgicas, e neurofisiologicas, sendo que as anormalidades nos sistemas
cerebrais que utilizam acetilcolina sdo consideradas caracteristicas da doenca. Vérias
abordagens terapéuticas foram desenvolvidas ao longo dos ultimos 20 anos com o
objetivo de reparar o funcionamento do sistema colinérgico dos portadores de DA. A
inibicdo da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela degradacdo da acetilcolina,
vem se mostrando uma estratégia eficaz (SMALL e BULLOCK, 2011). O metrifonato
(triclorfom) € um potente inibidor da AChE e os sinais e sintomas clinicos associados a
intoxicagdo aguda sdo atribuidos ao acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas.
Além de efeitos colinérgicos agudos, este composto € capaz de causar uma sindrome
neuropdtica retardada progressiva (quando administrado em galinhas), chamada de
neuropatia retardada induzida por OP (NRIOP), bem como sintomas psiquiatricos
crénicos que persistem por anos apos a exposicdo (OLAJOS et al., 1979). Dentre os
sinais e sintomas, pode-se citar debilidade progressiva, que atinge inicialmente as
pernas, evoluindo para atrofia distal dos musculos e, nos casos mais graves, provoca
paralisia geral, problemas respiratérios e morte (JOHNSON e GLYNN, 1995).

Em um estudo publicado por (BECKER et al., 1996; 1998) foi notada boa
tolerdncia ao metrifonato no tratamento de pacientes com DA sendo que 91%
completaram as 30 semanas de tratamento. Os resultados sugeriram que 0
anticolinesterasico apresentou efeito benéfico sobre o comportamento de pacientes
com DA (INOUYE, 2004). Por outro lado, um estudo experimental realizado em

galinhas, associou a administracdo de altas doses do triclorfom & NRIOP, sempre
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precedida por forte crise colinérgica (Johnson, 1975b). Adicionalmente ha relatos de
casos de neuropatia retardada em pacientes intoxicados com triclorfom
(VASILESCU, ALEXIANU e DAN, 1984; MORETTO, NICOLLI e LOTTI, 2005).
Embora o triclorfom cause inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e,
consequentemente, acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas (JOHNSON,
2000), outros mecanismos de toxicidade tém sido propostos.

Estudos indicam que o triclorfom pode induzir toxicidade via producédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e deplecdo de sistemas antioxidantes,
acarretando um estado conhecido com estresse oxidativo, caracterizado por um
desequilibrio entre a formacéo excessiva de ERO e uma limitada defesa antioxidante
(EHRICH e CORRELL, 1998; DROGE, 2002; KARADEMIR CATALGOL, OZDEN e
ALPERTUNGA, 2007). As espécies reativas de oxigénio sdo geradas principalmente
nas mitocéndrias e incluem: radical anion superéxido (O2°7), perdxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (*OH). Este ultimo altamente reativo pode reagir com
macromoléculas biolégicas susceptiveis e causar peroxidacdo lipidica, danos ao
DNA e oxidacao de proteinas (THOMAZ et al., 2009).

1.8 Neuroprotecao

1.8.1 Bloqueadores de canais de calcio

Como um aumento excessivo do calcio intracelular € um evento chave no
desenvolvimento da NRIOP, bloqueadores dos canais de calcio podem melhorar os
sintomas desta neuropatia (EL-FAWAL et al., 1990; WU e LENG, 1997,
CHOUDHARY e GILL, 2001; CHOUDHARY et al., 2006; EMERICK, PECCININI e
DE OLIVEIRA, 2010; EMERICK, EHRICH, et al., 2012). O calcio é reconhecido por
ser um sinalizador intracelular responsavel pelo controle de varios processos. Ele é
um segundo mensageiro fundamental envolvido na aprendizagem, memoria,
fertilizacdo, proliferacdo, desenvolvimento, diferenciacdo, contracdo muscular,
transcricdo de genes, transmissdo de sinais as células nervosas, liberacdo de
neurotransmissores, coagulacdo do sangue, manutencdo das membranas celulares
e secrecdo. No entanto, um desequilibrio na homeostase do calcio por uma
sobrecarga de calcio intracelular ou disturbios em compartimentalizacéo intracelular
pode fazer com que ocorra toxicidade para as células (ORRENIUS, NICOTERA e
ZHIVOTOVSKY, 2011). A desregulacdo dos processos que o calcio participa, bem
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como as alteracdes associadas a atividade dos canais de calcio tém sido associadas
a varios tipos de perturbacdes neurologicas, incluindo epilepsia, enxaqueca e dor
cronica (BERRIDGE, LIPP e BOOTMAN, 2000; SIMMS e ZAMPONI, 2014).

Existem diferentes tipos de estruturas proteicas que permitem o fluxo de ions
Ca?* através de membranas, como por exemplo, os canais de célcio dependentes de
voltagem, os canais de célcio dependentes de ligando e outros transportadores de
célcio como trocadores Na*/Ca*2.

Os canais para Ca?* dependentes de voltagem permitem a entrada deste ion na
célula, em resposta a despolarizacdo da membrana, de forma que esses cations possam
exercer suas funcdes sobre processos fisioldgicos tais como a secre¢cdo de horménios e
neurotransmissores, regulacéo da atividade de canais idnicos, controle da secrecéo de
enzimas, expressao génica, proliferacdo, morte celular e apoptose (CATTERALL e FEW,
2008). Uma variedade de canais ibnicos dependentes de voltagem estd envolvida na
homeostase do célcio. Esses canais s&o membros de uma superfamilia de proteinas
transmembrana formada por diferentes subunidades, que incluem também canais de K* e
Na* dependentes de voltagem (BERRIDGE, LIPP e BOOTMAN, 2000).

Os compostos classificados como bloqueadores dos canais de calcio
atualmente sdo os medicamentos mais prescritos para o tratamento das doencas
cardiovasculares. Estes compostos tém sido utilizados com eficacia no tratamento
da hipertensdo arterial, da insuficiéncia coronaria, de certas arritmias cardiacas e,
ainda, em doentes com disfuncédo diastolica ventricular esquerda e enxaqueca.
Estudos tém demonstrado também seu papel na protecao de danos neuronais como
isquemia cerebral, excitotoxicidade e danos causados por desordens
neurodegenerativas, como o declinio funcional e cognitivo relacionado a idade
(PRINGLE et al., 1996; WILDBURGER et al.,, 2009). Uma grande variedade de
bloqueadores de canais de calcio tem sido avaliados por sua habilidade em conferir
neuroprotecao através da melhora no fluxo sanguineo cerebral ou reducdo da
sobrecarga de calcio induzida pela liberacdo massiva de glutamato na isquemia
cerebral (KOBAYASHI e MORI, 1998; AURIEL e BORNSTEIN, 2010).

a) Canais para Céalcio Dependentes de Voltagem tipo — L (corrente elétrica de

longa duracao).
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Os canais de célcio tipo L sdo ativados por uma forte despolarizagcéo; a
despolarizacdo tem pouco efeito sobre a sua inativagdo. Localizam-se no musculo
esquelético, musculo cardiaco, cérebro e retina. O seu principal papel no masculo é
0 acoplamento excitacéo — contracéo, permitindo a entrada do Ca?* extracelular para
o sarcoplasma. A subida da [Ca?']i subsequente a ativacdo dos canais tipo L
estimula a contracdo quer diretamente (por fixacdo do Ca?* a troponina C), quer
indiretamente (através da ativacdo dos receptores rianodinicos, com consequente
aumento do Ca?* mioplasmatico, gracas a sua libertacdo das reservas intracelulares)
(MUKHERJEE e SPINALE, 1998). A estrutura protéica do canal de calcio tipo L é
bem reconhecida. Este canal é composto por varias subunidades, incluindo alfal,
alfa2, beta e delta (a gama existe apenas no musculo esquelético). Todos os
bloqueadores de canais de calcio ligam-se a subunidade alfal (LIPSCOMBE,
HELTON e XU, 2004).

Nos neurdnios, os canais do tipo L estdo localizados principalmente nos
corpos celulares e dendritos, regides onde eles sdo pecas vitais no direcionamento
da excitabilidade eléctrica para o controle da transcricAo de genes calcio
dependentes. Alguns canais do tipo L também estdo envolvidos na liberacdo por
exocitose de células endocrinas e neurdnios especializados, tais como
fotorreceptores. Estes canais requerem geralmente grandes despolarizacdes para
serem ativados,, embora possam ativar-se em potenciais mais negativos em células
cromafins, neurdnios sensoriais, fotorreceptores e células cardiacas. Além do mais,
as correntes tipo L sdo inativadas rapidamente através de um processo de feedback
negativo dependente de Ca?* que ajuda a controlar a sinalizacdo dependente de
Ca?* e proteger contra uma sobrecarga toxica de Ca?* na célula (GEORGE, GLASS
e GRIFFIN, 1995; DURANTE et al., 2004; SIMMS e ZAMPONI, 2014).

Os canais de calcio tipo L sdo conhecidos por sua sensibilidade a varias
classes de moléculas organicas amplamente utilizadas no tratamento clinico da
hipertensdo, angina e vasoespasmos cerebrais. Estas classes incluem as 1,4-
dihidropiridinas (nifedipino, anlodipino, felodipino, isradipino, nicardipino, nisoldipino,
e nimodipino), fenilalquilaminas (verapamil) e benzotiazepinas (diltiazen), que
interagem alostericamente em sitios de ligacdo distintos na subunidade a1 e
bloqueiam a atividade do canal.

O bloqueador de canais de célcio voltagem-dependente nimodipino,

pertencente a classe das dihidropiridinas, € amplamente utilizado no tratamento de
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hipertensdo e angina pectoris e tem sido caracterizado como um agente
neuroprotetor em uma variedade de modelos de isquemia neuronal in vitro
(GOLDBERG e CHOI, 1993; PISANI et al., 1998) e em modelos animais in vivo de
acidente vascular encefélico (HORN et al., 2001; BABU e RAMANATHAN, 2011). No
caso da NRIOP, o nimodipino ja& demonstrou ser capaz de proteger a fosforilacdo de
proteinas de citoesqueleto ap6s a administracdo de OPs neuropaticos como
diclorvos e tri-orto-cresil-fosfato (CHOUDHARY e GILL, 2001; CHOUDHARY et al.,
2006; EMERICK, PECCININI e DE OLIVEIRA, 2010; EMERICK, EHRICH, et al.,
2012).

b) Canais para Célcio Dependentes de Voltagem tipo — T (corrente elétrica
transitoria).

Os canais de célcio do tipo T pertencem ao grupo dos canais ativados por
baixa voltagem, e sao fortemente bloqueados pelo niquel e mibefradil. Este tipo de
canal esta presente no cérebro, musculo liso, musculo esquelético e tecido nervoso
periférico, e sua abertura é realizada em potenciais muito negativos, que este entre -
70 e -60mV, e sua inativacao é voltagem dependente (LACINOVA, 2011). Devido as
suas propriedades biofisicas e expressdo generalizada, os canais do tipo T
controlam funcdes-chave como picos de baixo limiar, a atividade das células
oscilatorias, contragdo muscular, liberacdo hormonal e de neurotransmissores,
crescimento celular, diferenciacdo e proliferacdo (CARBONE, CALORIO e
VANDAEL, 2014). Estes canais desempenham um papel em determinadas
patologias, incluindo hipertensao, insuficiéncia cardiaca, perturbacdes do sono,
epilepsia, toxicodependéncia e dor neuropética. Além disso, eles também podem
estar envolvidos na modulacdo de padrdes de disparo dos neurénios, que €
importante para o processamento de informagdes, bem como em processos de
crescimento celular (ARNOULT, VILLAZ e FLORMAN, 1998; LACINOVA, 2011).

A manipulagédo farmacolégica dos canais do tipo T tem sido recentemente
possivel utilizando-se o mibefradil, o prot6tipo de uma nova classe de bloqueadores
tipo T seletivo. Em uma variedade de situacOes fisiopatologicas experimentais e
clinicas, o blogueio dos canais do tipo T demonstrou ser benéfico. Em ensaios
clinicos, o mibefradil demonstrou ser um eficaz anti-hipertensivo, anti-angina e
agente anti-isquémico (OPARIL et al., 1997; HOGLUND et al., 1998; LEVINE et al.,
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2000), e foi utilizado no tratamento da hipertensdo e angina, porém, foi retirado do
mercado devido a interacdes desfavoraveis com outras drogas (MIWA et al., 2011).

A amilorida € um diurético poupador de potéassio que foi aprovado para o uso
clinico pela primeira vez em 1967, e é utilizada para hipertensdo e insuficiéncia
cardiaca congestiva por agir em canais de sédio nos tubulos renais (GARTY e
BENOS, 1988). Além disso, ela vem sendo utilizada como ferramenta farmacolégica
para distinguir os canais do tipo T nativos dos canais ativados por alta voltagem.
Estudos ja demonstraram que a amilorida bloqueia canais de calcio do tipo T em
células de neuroblastoma de ratos, células de Purkinje caninas e neur6nios do
ganglio dorsal de galinhas (TANG, PRESSER e MORAD, 1988; HIRANO, FOZZARD
e JANUARY, 1989; TYTGAT, VEREECKE e CARMELIET, 1990).

1.8.2 Anélogo do GLP-1 (glucagon-like peptide 1) Liraglutida

O GLP-1 é um neuropeptideo e uma incretina (substancias produzidas pelo
pancreas e pelos intestinos e que regulam o metabolismo da glicose) produzido nas
células-L enddcrinas do intestino, sua maior fonte na periferia, por processamento
diferencial do proglucagon, gene que € expresso nestas células. Um Unico gene
codifica o proglucagon em espécies de mamiferos, e mMRNAs idénticos sédo
produzidos no pancreas e intestinos. As diferencas nos produtos do proglucagon
nestes tecidos sdo, por conseguinte, devido ao processamento pés-traducional do
proglucagon que é tecido-especifico (MACLUSKY et al., 2000). O gene do
proglucagon é também expresso em certos neurdnios do nucleo do trato solitario, no
tronco cerebral.

O GLP-1 é um horménio hipoglicemiante potente, que estimula as células 3
pancreaticas a liberar insulina em resposta a um aumento da glicose sanguinea,
assim como suprime a secrecdo de glucagon. Esse efeito pode-se dar a partir do
aumento de GLUT2 (transportador da glicose) na membrana plasmatica das células
beta, 0 que aumenta o influxo de glicose para o interior dessas células ou pelo
aumento da atividade da glicoquinase, responsavel pela fosforilagdo da glicose nas
células. Esta acdo dependente da glicose vem atraindo a atencéo para a utilizacéo
desta substéncia no tratamento do diabetes do tipo-2, pois uma liberacdo
desregulada de insulina quando as concentracbes de glicose sanguinea estédo

normais ou inje¢des de insulina administradas incorretamente podem causar uma
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gueda perigosa da glicemia, causando uma hipoglicemia, e o0 GLP-1 ndo estimula a
liberacdo de insulina no sangue em condi¢cdes normais da glicemia (HOLST et al.,
1987; HOLST e GROMADA, 2004; DRUCKER e NAUCK, 2006). Assim, alguns
medicamentos que tem como principios ativos substancias analogas ao GLP-1 vém
sendo desenvolvidos e utilizados na clinica para o tratamento do diabetes do tipo 2.
Atualmente, trés desses analogos estdo no mercado e sdo prescrito para diabéticos
tipo 2, a exendina-4 (Byetta®), liraglutida (Victoza®) e lixisenatida (Lyxumia®)
(MADSBAD et al., 2008; VILSBOLL, 2009; CHRISTENSEN et al., 2011).

Enquanto 0os mecanismos exatos pelos quais as desordens
neurodegenerativas se desenvolvem ndo sdo completamente esclarecidos, existem
fatores de risco que podem aumentar a probabilidade de desenvolver estas
condicOes, e o diabetes tipo 2 é uma dessas. Nesta condicdo, a sinalizacdo da
insulina é prejudicada e ndo ha a possibilidade de controlar a glicemia apdés uma
refeicdo. O diabetes tipo 2 tem sido identificado como fator de risco para doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, indicando
que a deficiéncia na sinalizacdo da insulina pode ser um fator na iniciacdo ou
aceleracdo do processo neurodegenerativo (MOROO et al., 1994; RISTOW, 2004;
STRACHAN, 2005; HAAN, 2006; AVILES-OLMOS et al., 2013).

Em muitos estudos pré-clinicos foi observado que o analogo do GLP-1
liraglutida pode atravessar a barreira hemato-encefalica e tem efeitos
neuroprotetores como protecdo da formacdo da memdria em modelo in vivo de
doenca de Alzheimer (DA), protecdo da plasticidade sinaptica, protecdo contra a
perda sindptica, reducdo da formacdo de placas amiloides na DA, normalizacdo da
neurogénese e reducdo da resposta inflamatéria cerebral (MCCLEAN et al., 2010;
HUNTER e HOLSCHER, 2012; HAN et al., 2013).

1.8.3 Inibidor de calpainas MDL28170

A calpaina é uma cisteina protease citosélica sensivel ao célcio que, quando
super estimulada, tem sido ligada a uma variedade de desordens degenerativas. Ela
esta presente na maioria das células de mamiferos e varias isoformas ja foram
identificadas. Durante periodos fisiolégicos normais, as calpainas possuem baixos
niveis de atividade e ajudam na manutengdo do citoesqueleto e na regulacdo de

quinases, fatores de transcricdo e receptores. Porém, quando excessivamente
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ativadas elas levam a protedlise de varias proteinas, incluindo receptores, proteinas
de ligacdo a calmodulina, enzimas ligadas a transducdo de sinal, fatores de
transcricdo e proteinas do citoesqueleto. Dos muitos substratos que as calpainas
clivam no cérebro e tecidos periféricos, as proteinas do citoesqueleto, como a a-
espectrina, tém sido identificadas como principais alvos destas enzimas. Esta
clivagem de proteinas do citoesqueleto leva a uma ruptura do transporte axonal e
colapso estrutural, culminando em lesdo axonal secundéaria e, possivelmente, a
morte celular. (FOX et al., 1993; BAHR et al., 1995; INOMATA et al., 1996; KAMPFL
etal., 1997; WANG e YUEN, 1997).

Como a hip6tese do desenvolvimento da NRIOP € de que ocorre uma entrada
excessiva de calcio com consequente ativacdo das proteases calcio dependentes
(calpainas) que digerem proteinas do citoesqueleto levando a degeneracdo das
por¢cBes terminais dos axoénios, a utilizacdo de um inibidor de calpainas poderia ser
atil na atenuacao do desenvolvimento desta desordem neurodegenerativa. O aldeido
dipeptideo MDL 28170 (carbenzoxi-valil-phenilalanial, inibidor de calpaina IIl) é
capaz de penetrar rapidamente no cérebro e é eficaz em inibir a protedlise celular
mediada pelas calpainas. Ele € um composto peptidico curto, hidrofébico, com
auséncia de residuos carregados, sendo assim, capaz de penetrar nas membranas
por difusdo passiva (MEHDI, 1991; KAWAMURA et al.,, 2005), conseguindo
atravessar a barreira hemato-encefalica.

Vérios estudos vém demonstrando que o MDL 28170 possui um papel
neuroprotetor em inUmeros modelos de roedores com traumas neuronais, incluindo
lesdo de medula espinhal, lesdo neuronal neonatal hipdéxico-isquémica, isquemia
cerebral focal e vem demonstrando causar uma melhora em quadros de injaria
axonal em modelos de traumatismo craniano (MARKGRAF et al., 1998; ARATAKI et
al., 2005; KAWAMURA et al., 2005; YU e GEDDES, 2007; YU, JOSHI e GEDDES,
2008; THOMPSON et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha relatos de muitos casos de NRIOP apods intoxicacdo com triclorfom, um
praguicida OP utilizado em larga escala no Brasil. Embora alguns eventos tenham
sido associados ao desenvolvimento da NRIOP, os mecanismos envolvidos ainda
nédo foram completamente elucidados. Assim, o presente estudo propde um melhor
entendimento destes mecanismos e adicionalmente a avaliacdo de quatro
compostos (amilorida, nimodipino, liraglutida e MDL 28170) com potencial de
interferir em eventos distintos que possivelmente estariam associados aos efeitos
toxicos irreversiveis dos OPTais informacdes contribuirdo para a melhoria da
qualidade de vida de trabalhadores rurais expostos ao triclorfom e a outros
praguicidas OP. O estudo propde ainda um modelo de avaliacdo de
neurotoxicidade/neuroprotecao in vitro, abolindo o sacrificio excessivo de galinhas

(modelo animal para este tipo de avaliacdo) em estudos mecanisticos com OPs.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar, in vitro, 0s mecanismos pelos
quais os praguicidas OPs Triclorfom, Mipafox e Paraoxon induzem neurotoxicidade,
bem como o estudo de um possivel mecanismo de acdo neuroprotetora de 4
compostos incubados juntamente com o OP mipafox, reconhecidamente indutor da
NRIOP : (i) amilorida, (ii) nimodipino, (iii) MDL 28170, e (iv) liraglutida.

Para alcancar tais objetivos, foram propostas as seguintes estratégias:

a) Desenvolver um modelo in vitro (usando células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano) para avaliagdo do mecanismo de acdo téxica de OP neuropéticos,
utiizando o mipafox como controle positivo (neuropéatico) e o paraoxon como
controle negativo (ndo neuropatico);

b) Evidenciar se os praguicidas triclorfom, mipafox e paraoxon sédo capazes de
induzir a inibicdo e o envelhecimento de mais de 70% da ESNp, aplicando um
protocolo previamente desenvolvido (JOHNSON, BIRD e MEREDITH, 1988) e
modificado (NOSTRANDT e EHRICH, 1992).

c) Verificar a razdo IC50 da ESNp/IC50 da AChE para o triclorfom e comparar as
razBes obtidas com o mipafox (neuropético) e o paraoxon (ndo-neuropatico).

c) Investigar alteracdes na viabilidade celular (MTT e LDH), nos niveis de célcio
intracelular, na ativacdo de calpainas, no crescimento de neuritos, na concentracao
de proteinas sinapticas, na concentracao de proteinas de citoesqueleto, na inducéo
de necrose e apoptose, alteracbes em marcadores de inflamacéo (IL-1p e IL-6) e
captacdo de glicose em células SH-SY5Y tratadas com concentracdes de triclorfom,
mipafox e paraoxon capazes de gerar pelo menos 70% da inibicdo da ESNp.

d) Investigar a possivel inibicdo dos efeitos do OP neuropatico mipafox na presenca
de substancias potencialmente neuroprotetoras (amilorida, nimodipina, MDL 28170 e
liraglutida).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau P.A. obtidos dos seguintes fabricantes:
Dodecil sulfato de sédio (SDS), tris hidroximetil amino metano (TRIS), soro albumina
bovina (BSA), etil paraoxon, coomassie brilhante blue G-250%, 2-mercaptoetanol,
ditiotreitol (DTT), triclorfom, cloreto de célcio, cloridrato de amilorida, caseina de leite
bovino, &cido fosférico 85%, 2-isonitrosoacetofenona (INAP), fluoreto de
benzenosulfonila, 4-aminoantipirina, iodeto de propidio, acido 5,5-ditio-bis(2-
nitrobenzéico) (DTNB), MDL 28170, 3 - [4,5 dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazdlio
(MTT) e todos os anticorpos utilizados nas andlises por western blott e
imunofluorescéncia, da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, USA). Os reagentes para
western blott foram obtidos Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). Ferricianeto
de potassio, citrato de soédio, sulfato de sédio anidro, bicarbonato de sédio,
dimetilformamida, azida sodica, dimetilsulféxido (DMSO) e etanol, da Merck
(Darmstadt, Alemanha). N,N-di-isopropilfosforamidofluridato (mipafox) e fenilvalerato,
da Oriza®. Triton X-100 e etanol 95%, Vetec-Quimica (Rio de Janeiro, Brasil). Acido
retinoico da Bioflora manipullarium (Ribeirdo Preto). Cloreto de sédio, &cido
cloridrico, fosfato bibasico de sédio e hidréxido de sodio, da Labsynth. Etileno-
diamino-tetra acetato de sédio (EDTA), da Reagen® e acetona,da Qhemis®. Liquido
de cintilacdo Ultima Gold™ e Solvable da PerkinElmer, Inc.

As solucbes de organofosforados foram preparadas em etanol absoluto e
diluidas pelo menos 100x para incubacdo com as células, de modo que a
concentracao final de etanol no meio de cultura ndo ultrapassasse 1% (Ehrich et al.,
1997). Para o preparo das demais solucdes foi utilizada agua do Tipo | (ultra-pura)
obtida em sistema de purificagéo Milli-Q Gradiente (Millipore, Bedford, USA).

4.2 Preparo de Solucgdes

O preparo das solugdes utilizadas em todos os experimentos e no cultivo das

células esta descrito nos tépicos de 4.2.1 a 4.2.27.
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4.2.1 Tampao salina fosfato (PBS) pH 7,2 a 25°C

8,77 g de cloreto de sodio

21,3 g de fosfato bibasico de sddio
HCI (6 N) gsp......... pH 7,2 a 25°C
Agua gsp.......c........ 1000,0 mL

4.2.2 Tampéo Tris 50 mM — EDTA 0,2 mM HCI pH 8,0 a 25°C

6,06 g Tris

0,075 g EDT/A

HCI (6 N) gsp.......... pH 8,0 a 25°C
Agua gsp.......... 1000,0 mL

4.2.3 Tampao citrato-Tris 50mM pH 6,0 a 25°C

1,47 g Citrato de sédio

0,61 g Tris
HCI (6 N) gsp.......... pH 6,0 a 25°C
Agua gsp........... 100,0 mL

4.2.4 Fenilvalerato Dispersante

A) Fenilvalerato (d=1,04 g/mL; PM=178,22; PE=101°C).

150,0 mg (0,144 mL) de fenilvalerato é diluido com 10,0 mL de dimetilformamida
(DMF).

B) Triton X-100:

0,3 mL de triton X-100 é diluido com agua até o volume de 1000 mL.

Mistura-se A e B na proporcéo de 1:30 no momento de uso.

4.2.5 4-aminoantipirina (4-AAP) 0,02% e Dodecilsulfato de sodio (SDS) 5%

0,02 g de 4-AAP
5,0 g de SDS
Tampéo Tris-EDTA pH 8,0 gsp....... 100,0 mL
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4.2.6 Ferricianeto de Potassio K3Fe(CN)6 0,40%

0,40 g de KsFe(CN)s dissolvido em 100 mL de agua destilada.

4.2.7 Solucao de Azul Brilhante para determinacédo de proteinas

100,0 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 devem ser dissolvidos em 50,0 mL de
alcool etilico 95%. Acrescenta-se 100,0 mL de &cido fosforico 85% e dilui-se para
1000,0 mL com &gua destilada.

4.2.8 Reagente Bio Rad para determinacédo de proteinas

Diluir o reagente 5 vezes com 4gua antes do uso

4.2.9 Solucéo padréao de soro albumina bovina (BSA) (500ug/mL)

5,0 mg de BSA deve ser dissolvido em 10,0 mL de agua destilada ja contendo 0,05
mg de azida sodica.

4.2.10 Solucéo padréao de soro albumina bovina (BSA) (1000ug/mL)

10,0 mg de BSA deve ser dissolvido em 10,0 mL de &gua destilada ja contendo 0,05
mg de azida sodica.

4.2.11 Solugéo salina 0,9%

4,5 g de NacCl dissolvido em 500 mL de agua.

4.2.12 Tampéao fosfato (0,1 M de fosfato de sédio, pH 8,0 e pH 7,0)

12) Preparar 100 mL de uma solugdo 12,0 g/L de fosfato monobasico de sodio
(0,2M) em H20.

-1,2 g fosfato monobasico de sodio;

22) Preparar 1000 mL de uma solugéo 14,2 g/L de fosfato dibasico de sédio em H20.
Pesa-se 14,2 g de fosfato dibasico de sodio;
(V2L @ N0 5] o R 1000 mL
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Misturar estas solucdes na proporcéo de 55 partes da 12 com 945 partes da
22 para obter o tampé&o de pH 8,0; e na proporgao de 39 partes da 12 com 61 partes
da 22 para obter o tampéao de pH 7,0.
pH 8,0: preparar 900 mL.
pH 7,0: preparar 100 mL.

Solucdo 900 mL Tampéo pH 8,0 100 mL Tampdo pH 7,0
Fosfato monobaésico 12 g/L 49,5 mL 39 mL
Fosfato dibasico 14,2 g/L 850,5 mL 61 mL

4.2.13 Acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB 10,3 mM)

- Pesar 0,082 g DTNB
- Tampao fosfato pH 7,0 gsp....... 20 mL.

4.2.14 Acetiltiocolina (ATCh 10,7 mM)

- Pesar 0,031 g de ATCh
- Tampéo fosfato pH 8,0 gsp......10 mL.

- Preparar no momento da analise.
4.2.15 Solucédo de KCl em tampéo Tris-EDTA, pH 8,5

- Pesar 0,0745g de KCI
- Tampao Tris-EDTA pH 8,0 gsp............... 40mL

- Dissolver o KCI no tampao e acertar o pH para 8,5.

4.2.16 Tampéao PCD (protease calcio-dependente) (20 mM tris; 5 mM EDTA; 10
mM 2-mercaptoetanol)

2,42 g de tris

1,46 g de EDTA

0,70 mL de 2-mercaptoetanol (d = 1,115 g/mL)
HCI (6 N) gsp ......... pH 7,5
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4.2.17 Tampé&o caseina (0,5 mg/mL de caseina; 20 mM DTT; 50 mM tris; 4 mM

cacCl2)

0,05 g de caseina
0,309 g de ditiotreitol (DTT)

0,606 de tris

0,044 g de CaCl2

HCI (6 N) gsp ......... pH 7,5

(2 PIG N o 1] o I 100 mL

4.2.18 Gradientes de NaCl em tampéao PCD

a) 0,150 M:

Pesou-se 0,44 g de NaCl

Misturou-se com 50 mL de tampao PCD
b) 0,200 M:

Pesou-se 0,58 g de NaCl

Misturou-se com 50 mL de tampéao PCD
4.2.19 Preparo de meio de cultura F12 HAM
5,3g de meio em poé

2,08g de HEPES

0,588g de bicarbonato de sodio
NaOH (IN) gSP «evveeeeeeeieeeeeeeeeieeeeeeeiinnns pH 7,2

4.2.20 Preparo de TBS e TTBS 1x

TBS1x:

10 mL de TBS concentrado (10X)
H20 gSp..cceeeeevieiiiieee. 1000mL
TTBS 1X:

Foi adicionado 0,1% de Tween 20 em TBS 1x
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4.2.21 Tampao de Eletroforese (Tris-Glicina/SDS)

100mL de tamp&o concentrado

4.2.22 Tampao de Transferéncia (Tris-Glicina)

100mL de tampéo concentrado

200mL de metanol

4.2.23 Tampéo de lise (CelLytic™ M, C2978) com inibidores de proteases e
fosfatases

Foram utilizados 40 pL de CelLytic para cada 2x10° células. Adicionar na hora
do uso coquetel inibidor de proteases (diluicdo 1:200) e coquetel inibidor de
proteases (diluicdo 1:100).

4.2.24 Preparo dos anticorpos primérios anti-GAP43, anti-sinapsina | e anti-
sinaptofisina

Para o anticorpo primario anti-sinapsina I, fez-se uma diluicdo de 1:1000 em
tampdao de bloqueio (5% de BSA em TTBS).

Para o anticorpo primario anti-sinaptofisina, fez-se uma diluicdo de 1pg/mL
em tampao de bloqueio (5% de BSA em TTBS).

Para o anticorpo primério anti-GAP43, fez-se uma diluicdo de 1:1000 em
tampao de bloqueio (5% de BSA em TTBS).

4.2.25 Preparo do anticorpo priméario anti-B-actina

Para o anticorpo primério anti-B-actina, fez-se uma diluicdo de 1:10.000 em

tampéo de bloqueio (5% de leite em TTBS).
4.2.26 Preparo dos anticorpos primarios anti-F-actina e anti-g-1ll tubulina

Para os anticorpos primarios anti-F-actina e anti-B-IIl tubulina, fez-se diluicbes

de 1:100 e 0,4pg/mL em TTBS, respectivamente.
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4.2.27 Preparo dos anticorpos secundarios anti-mouse e anti-rabbit IgG e anti-
mouse IgM

Para os anticorpos primarios anti-mouse e anti-rabbit IgG, foram feitas
diluicdes de 1:5000 em tampao de bloqueio (5% leite em TTBS no caso da -actina
e 5% de BSA em TTBS para os demais).

Para o anticorpo secundario anti-mouse IgM (para F-actina), foi feita uma
diluicdo de 1:500 em TTBS.

4.3 Critérios para escolha dos OP e neuroprotetores

O método reconhecido mundialmente para avaliar a atividade da ESNp utiliza
0 paraoxon como controle negativo e o mipafox como controle positivo (JOHNSON,
1969b). Neste método, a intensidade da cor alaranjada € medida pela diferenca
entre os tubos (ou pocos quando se utiliza placa) que contém apenas paraoxon e
um tubo (ou pogo) que contém paraoxon e mipafox. O mipafox inibe a ESNp e &
sabidamente indutor de NRIOP (GLYNN, 2000), enquanto o paraoxon inibe outras
esterases presentes nas células. Assim, o paraoxon foi utilizado como controle
negativo e o mipafox como controle positivo. A escolha do triclorfom para o estudo
deve-se basicamente a sua estrutura molecular (Figura 2). Para possibilitar a reacao
de "envelhecimento", o composto deve apresentar ligacdo -O- ou -S- entre 0s
radicais (R) e o atomo de fosforo central. Um segundo critério considerado foi a
ampla utilizacéo do triclorfom no Brasil (LOPES et al., 2006; THOMAZ et al., 2009).
Como estratégia de neuroprotecao contra os efeitos neurotéxicos, foram propostos 4
compostos: (i) amilorida, bloqueador de canal de calcio tipo T e (ii) nimodipino,
blogueador de canal de caélcio tipo L, (iii) MDL 28170 (C22H26N204), inibidor (lll) de
calpaina, uma vez que o acumulo intracelular de calcio e a ativagédo das calpainas
parecem estar envolvidos na NRIOP desencadeada pelos OP; e (iv) liraglutida, um
agonista do GLP-1 (“Glucagon-like peptide 1”) que apresentou efeito neuroprotetor
(EL-FAWAL et al., 1990; EL-FAWAL e MCCAIN, 2008; SATO et al., 2013).
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Figura 6 — Estrutura quimica dos compostos organofosforados mipafox (neuropético) e
paraoxon (ndo neuropatico), utilizados neste estudo.

4.4 Cultura celular

Células da linhagem SH-SY5Y, de neuroblastoma humano, foram gentilmente
cedidas pelo Professor Dr. Cristoforo Scavone (Departamento de Farmacologia /
Instituto de Ciéncias Biolégicas — USP, SP, Brasil). Estas células foram cultivadas
em garrafas de cultura de 75cm? contendo 20 mL de meio de cultura F12 HAM
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) suplementado com 15% de soro fetal bovino
(FBS; GIBCO®, Life Technologies Corporation, USA) e 1% de uma solugao
antibiotica contendo 5 mg/mL de penicilina, 5 mg/mL de estreptomicina e 10 mg/mL
de neomicina (GIBCO® Life Technologies Corporation, USA) e mantidas a 37°C em
atmosfera cotendo 5% de CO2. Estudos prévios demonstraram que estas condi¢cfes
de crescimento maximizam as atividades das esterases neste tipo de células
(NOSTRANDT e EHRICH, 1992; EHRICH, 1995a). Previamente a realizacdo dos
experimentos, a viabilidade celular foi determinada como tripan blue 0,5% em
tampdo salina fosfato (PBS), pH 7,2. O critério para uso destas celulas nos
experimentos foi viabilidade superior a 90%. Para colher as células, o meio foi
removido e as mesmas foram incubadas com 5,0 mL de tripsina 50% (diluida em
PBS) por 5 min. Em seguida, as células foram diluidas com 5 mL meio F12
completo, centrifugadas (1000 rpm, 5 min) e ressuspendidas em meio de cultura de
modo a obter-se a concentracao de trabalho.
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4.5 Diferenciacao celular

Para a inducéo de diferenciacdo celular, as células foram plagueadas em placas
de 12 pocos na concentracdo de 2x10° cel/poco em meio de cultura F12 HAM
suplementado com 15% de soro fetal bovino e 1% de mix de antibiéticos. Apos 24 horas
de incubacéo, o meio contido nos pogos foi trocado pelo meio de diferenciacao celular
F12 HAM contendo 1,5% de soro fetal bovino, 1% de mix de antibidticos e 10uM de
acido retindico. As células foram mantidas em meio de diferenciagéo por 5 dias e 0 meio
foi trocado a cada dois dias. Apds o periodo de diferenciacdo, as células foram
incubadas com os controles e OPs no meio de diferenciacdo pelos periodos de
incubag&o determinados em cada experimento a ser realizado.

4.6 Escolha das concentracfes dos OPs e possiveis neuroprotetores

Foram avaliadas diferentes concentracfes de OP para obtencédo dos valores
de IC50. Estudos prévios demonstraram que 1% de etanol ndo causou danos
significativos as células (EHRICH, 1995; EHRICH, CORRELL e VERONESI, 1997,
EMERICK, DEOLIVEIRA, OLIVEIRA, et al., 2012). Ap6s a determinacdo dos valores
de IC50, foram escolhidas as concentracdes de trabalho para avaliagdo dos demais
parametros. Estas concentracdes de trabalho foram aquelas que induziram pelo
menos 70% de inibicdo da ESNp. As células foram expostas aos OPs, etanol
(controle) e/ou as substancias neuroprotetoras pelos periodos de incubacéo de 24,
48 e 72 horas. Os controles foram feitos com células tratadas com igual volume de
etanol absoluto (EMERICK, DEOLIVEIRA, OLIVEIRA, et al., 2012).

A escolha da concentracdo dos neuroprotetores utilizados nos ensaios foram
baseadas nas curvas de viabilidade celular em que 6 concentracdes de cada
composto foram testadas como possiveis protetoras contra a citotoxicidade induzida

pelo MPP™, utilizando o ensaio de reducdo do MTT.

4.7 Dosagem de Proteinas

Foi empregado método previamente descrito (BRADFORD, 1976). Para os
ensaios da ESNp, AChE e calpainas, a curva de calibracéo foi preparada a partir da
diluicdo de uma solucdo estoque de albumina sérica bovina (BSA, 500 pg/mL)
(Tabela 3) e foram utilizados tampdes diferentes, de acordo com o protocolo de

preparo das amostras: Tampao tris-EDTA pH 8,0 (ensaio para ESNp), Tampéao
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fosfato pH 8,0 (ensaio para AchE) e Tampédo PCD (ensaio para calpainas), como
demonstrado nas Tabelas 3 e 4. Foi preparada uma solucdo de Comassie Blue
(Brilhant Blue G) para a detec¢éo das proteinas, como descrito no item 4.2.7.

Nas dosagens de proteinas para a avaliacdo das proteinas relacionadas ao
citoesqueleto e a plasticidade neuronal por western blott, também foi empregado o
método previamente descrito por (BRADFORD, 1976) (Tabela 4). A curva de
calibracdo foi preparada a partir de diluicbes de uma solucédo estoque de albumina
sérica bovina (BSA, 1000 pg/mL). Foram feitas diluicdes nas concentracdes de 400,
200, 80 e 40ug/mL de BSA. Foi utilizado o reagente da Bio Rad (Bio Rad Protein
Assay Dye reagente Concentrate, numero de catalogo 500-0006) diluido 5 vezes
para a detec¢do das proteinas, como descrito no item 4.2.8.

Tabela 3 — Protocolo para preparagéo da curva padréo de proteina

Ponto da curva  Amostras BES/\nﬁ_())O Tampéo Sol. Brilhante Blue

Branco - —-m-m-mmemmmemee memeceeeeeeees 100 pL 250 pL
5 10 pL (5 pg) 90 pL 250 L
72— 20 pL (10 pg) 80 pL 250 pL

1 J P — 50 pL (25 ug) 50 pL 250 pL
O — 80 pL (40 ug) 20 pL 250 pL

- — 100 pL (50 ug) 0 250 pL
Amostras 40 uL e 60 pL 250 pL

Nota: As leituras foram feitas em triplicata no espectrofotdmetro UV/VIS a 595 nm apds 5 min
de reacéo.

Tabela 4 — Protocolo para preparacdo da curva padrao de proteina com reagente Bio Rad
para analises por western blott.

Ponto da curva BSA Amostras Tampao de lise Reagente Bio Rad
Branco = = -meeemeemmemeem e 10 pL 200 pL
1 10 pL (400 pg/mL)  ---m-mmmmmmmmmmemmme 10 pL 200 pL
2 10 pL (200 pg/mL)  -m--mmmmmmmmeeeeeeee 10 pL 200 pL
3 10 pL (80 pg/mL)  ---mmmmmmmmmmeeen 10 pL 200 pL
4 10 pL (40 pg/mL)  ---m-mmmmmmmmemmeme 10 pL 200 pL
Amostras - 0pL - 200 pL

Nota: As leituras foram feitas em triplicata no espectrofotdmetro UV/VIS a 595 nm apdés 5 min de
reacao.
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4.8 Determinacéo da atividade da ESNp

As células foram retiradas da garrafa, contadas e retomadas em meio de
cultura de forma a obter 1 x 10° células/mL. Uma aliquota de 200 pL desta suspenséo
celular foi incubada com 2 pL de OP diluidos em etanol (grupo controle foi incubado
com 2 pL de etanol) por 24 horas, 37°C e 5% de CO2. Apds este periodo, o meio foi
descartado e as dosagens da ESNp foram realizadas de acordo com método

previamente descrito (CORRELL e EHRICH, 1991), como mostrado a seguir:

Pogos Mipafos

[ 125 pL de tampdo Tris-EDTA | 100 pL de Tris-EDTA
25 L de paraoxon 25)L de paraoxon

25l de mipafox

Incubar 37°C Incubar 37°C
20 min 20 min
[ 50 yL de fenilvalerato ] [ 50 L de fenilvalerato ]
Incubar 37°C Incubar 37°C
30 min 30 min
|" 50 L de SDS-4AAP " 50 pL de de SDS-4AAP |
50 pL de KsF=(CNJs 50 pL de KsF(CNJs

N /

15 minutos

|

[ Leitura a 492 (volume final de 300uL) ]

Paraoxon @ diluir na hora 1:50 (5880 pL do tamp3o tris-EDTA + 120 ul de
paraoxon estogue).

Mipafox : diluirna hora 1:50 (5880 uL do tampaotris-EDTA + 120 uL de mipafox
estogue).

Fenilvalerato: diluirna hora 1.30 (8700 pL de triton X-100 + 120 yL de fenilvalerato).

Figura 7 — Esquema mostrando o procedimento de determinacéo da atividade da ESNp.

4.8.1 Calculo da atividade da ESNp

Para o célculo da atividade da ESNp, foi usado coeficiente de extingdo molar
da reacao de fenol com o ferricianeto de potassio de 13.900. Este valor foi utilizado
para o célculo da atividade dessa enzima através da equacao abaixo, obtendo assim
a atividade média da ESNp em pmol/min/g de proteinas (KAPLAN, 1960).
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AV, .10°.1

umol / min/ mL =
eV,.T

Sendo que:

A = absorbéncia média;

€ = coeficiente de extingdo molar (13.900);

VTR = volume total da reacao (mL);

Va = volume de amostra (mL);

T = Tempo de reagao (minuto);

106 = fator de converséao de mol para pmol;

1 = caminho 6ptico

Dividindo-se o resultado da equacdo acima pela concentracdo de proteinas da

amostra em g/mL, obtém-se a atividade da enzima em pmol/min/g de proteinas.
4.9 Reativagao da ESNp

Para realizar os testes de reativacdo da ESNp (% da ESNp inibida - % da
ESNp envelhecida), 2 x 107 células/mL foram incubadas com os OP por 24 e 72
horas (37°C, 5% CO2) e em seguida foi utilizado como reativador o composto 2-
isonitrosoacetofenona (INAP) por 1 hora nas mesmas condi¢des. Assim, foi possivel
verificar a porcentagem da atividade enzimatica que se manteve inibida
(envelhecida) e a porcentagem da enzima que foi reativada (JOHNSON, BIRD e
MEREDITH, 1988), como mostrado a seguir:
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As células foram plaguesdas em placa de 12 popos &m uma concentracdo
de 210" celulas/poo

i, p—

l 24 = 72 horas de incubacdo com os OPs

Adicionou-se 2.5ml de Tris-EDTA em todos os pogos e transferiu-se para
fubos

l Canfrifugou-se por 10min 2 1200 rpm

0 sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido com com 1ml de
tampao Tris-ECTA

A suspensae foi homogeneizada 5 vezas
(ciclos de Ssegundos & 700 rpm)

Dividiu-se o conteddo de cada tubo em 2, obtendo-se 500pL em cada tubo

l

Em um das tubos de cada grupo foi adicicnado 2,5mL de solugdo de IYAF &
no outro tubo 2,5 miL de KCL

l Fai incubado por 1 hora & 37°C {incubadara)

Retirou-== da incubadors & foi colocado em contato com gelo

| __=

| = Cenfrifugacdo a 30.000g por 1 hara a 0°C
—

2 sobrenadante foi refirado & ressuspndew-se com com S00pL de Tris-EDTA

l 50uL da suspensSo na placa de 98 pogos

-Fileiras &, B e C: 75yl de Tris-EDTA + 25pL de Parsoxon + 50pL de
suspensdo

-Fileiras O, E e F: 50ul d= Tris-EDTA + 25pL de Paraoxon + 26pL de Mipafox +
50uL de suspensdo.

-Fileira H (branco): 100wl de Tris-EDTA + 25pl de Parsozon + 25yl de MP=

|

Procadeu-se o ensaio da atividade da NTE

Figura 8 — Esquema mostrando o procedimento de reativacdo da ESNp.

Nota: O INAP foi utilizado como um reativador da enzima e o KCL foi usado para controle de

forca idnica (% ESNp reativada = % Atividade com INAP - % da atividade com KCI).
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4.10 Atividade das Calpainas

A purificacdo das calpainas e a determinacdo de sua atividade foram feitas
como mostrado no esquema a seguir, descrito por nosso grupo de pesquisa
(EMERICK, DEOLIVEIRA, DOS SANTOS, et al., 2012), baseado em metodologia
previamente descrita (BALLARD, BARDSLEY e BUTTERY, 1988; BUROKER-
KILGORE e WANG, 1993). As células foram mantidas com os OP em meio
completo, por 24 horas, 37°C, 5% CO2 na seguinte proporcdo: 1 mL de suspenséao
celular (1x108/mL) para 10 yL de OP em etanol. A atividade da enzima foi expressa
em unidades de absorbancia/minuto/g de proteina (EL-FAWAL et al., 1990).

[‘1 mL de células (1 x 10® oélulasn'mL}]

Homaogereizar 10x vol. Tampao PCD
(2%, 30 s=gundos, 700 rpm, manter no gelo)
Centrifugar a 10.000 x g a 4°C, 15 min

r

Sobrenadante

Suspender com 1,5 g de DEAE celulose
| Manter por 15 min com agitacdo a cada 5 min
Suspensio

Colocar em papel de filtro

Eluir com gradientes de 0; 0,15M de NacCl
em tampdo PCD (vol. SmU/gradiente).

Colher fragdo de 0,15

r

40 pL de Eluato Eluato (1mL)

1,5 mL de tamp3o caseina

30 min; 258°C
GB0UL de tampdo PCD
280 pL coomassie blue r
Doasar proteinas (Bradford 1976) 120pL da mistura
G0uL de H:O

120pL de corante
Coomassie blue diluido 11 em Ha(
10 minutos, 25°C

| Leitura er'n 595 nm |

Figura 9 — Esquema mostrando o procedimento de  determinacdo da atividade das
calpainas.
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4.11 Ensaios de Citotoxicidade

A fim de se avaliar se os OPs analisaos induzem citotoxicidade, dois ensaios

foram realizados: ensaio de redugéo do MTT e ensaio de liberacdo da enzima LDH.

4.11.1 Ensaio de reducédo do MTT

A citotoxicidade dos OP foi testada utilizando o tradicional ensaio de reducao
do MTT (3 - [4,5 dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazdlio). As células foram incubadas
em placa de 96 pocos com os OPs e controles, em uma densidade de 1x10° células
por poco, obtendo um volume final de 200uL. Apds 24 horas de incubacao, o meio
foi retirado, os pocos lavados com 200uL de PBS (tampéo salina fosfato) e foram
adicionados 20puL de solucéo estoque de MTT (5mg/mL) e 180uL de meio de cultura
em cada poco. Depois de 3 horas de incubacgéo a 37°C, o sobrenadante foi retirado
e os cristais de formazam formados pelas células viaveis foram solubilizados pela
adicdo de 200uL de DMSO em cada poco. A absorbancia foi determinada a 570nm
em leitora de microplaca. Todo o ensaio foi feito em triplicata.

4.11.2 Ensaio de citotoxicidade pelo método da Lactato Desidrogenase (LDH)

As células (indiferenciadas e diferenciadas conforme protocolo descrito no
item 4.2) foram semeadas em placas de 12 pocos a uma densidade de 1 x 106
células/ poco por 24, 48 e 72 horas. ApGs estes periodos, foram adicionados os OPs
e controles. Apos os periodos de incubacdo com os OPs, o sobrenadante foi
removido e a atividade da LDH foi avaliada pela utilizagcdo do ensaio In Vitro
Toxicology Kit®, Lactic Dehydrogenase based (Sigma, MO, USA), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

4.12 Determinacgéo da atividade da AChE

As dosagens da AChE foram feitas como previamente descrito (ELLMAN et
al.,, 1961) com algumas modificagbes. Foi necessario determinar a quantidade de
proteina na cultura de células para que a atividade fosse dada por grama de
proteina. As células (2x10° células/pocgo) foram incubadas com os OP em placas de
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96 pocos por 24 horas, a 37°C. Apés este periodo, o meio foi descartado, foram
adicionados 200uL de tampéo fosfato pH 8,0 e seguiu-se agitacdo por 3 minutos a
37°C em termomixer. Foram adicionados 50uL de DTNB e agitou-se novamente por
3 minutos em termomixer a 37°C. Por fim, foram adicionados 50 pL de
Acetiltiocolina, a placa foi agitada por mais 1 minuto e foram efetuadas as leituras
nos tempos: 0, 5, 10, 15 e 30 minutos. A avaliagdo da atividade da AChE foi feita

apos determinacéo de proteinas como descrito na Tabela 3.

4.13 Determinagéo de Calcio Intracelular

Para determinacdo da concentracdo de caélcio intracelular foi utilizado o
método previamente descrito por (BATISTA et al., 2009). Um mililitro de suspenséo
de células (1 x 107 células/mL) foi incubado em placa de 12 pogos com 10 pL de
etanol (controle) ou de solucéo de OPs durante 24 horas ,a 37 ° C e 5 % de CO2.
Apoés este periodo, o sobrenadante foi removido e as células foram incubadas
durante 5 minutos com 1 ml de solucao de tripsina por poco (50% diluido em tampé&o
PBS), para se soltarem dos pog¢os. Em seguida, 1 ml de tamp&o PBS foi adicionado
e a suspensao foi centrifugada durante 5 minutos a 2000 rpm. A lavagem com PBS
foi repetida mais duas vezes para completa remocdo do calcio extracelular. O
precipitado foi pesado e diluido em 1 ml de uma solucdo contendo 0,01 % (v/v) de
triton X-100 e 0,5 % de HNO3 (v / V).

A determinacdo do calcio foi realizada por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, ELAN DRCII , PerkinElmer , CT , EUA),
operando com argbnio de elevado grau de pureza (99,999% ; White Martins, Brasil).
Padrbes analiticos de calibracdo foram preparados diariamente na faixa de 1-20 mg
L -1. Os padrdes foram diluidos em uma solucdo contendo 0,01% (v / v) de triton X -
100e 0,5 % (v /v) de HNOS3.

4.14 Avaliacao de Apoptose e/ou Necrose
Para a avaliacdo de inducdo de processo apoptético pelos OPs, foram

utilizados os ensaios de determinacdo da caspase-3 e avaliagdo da morfologia

nuclear em células coradas com fluorocromos DNA especificos.
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4.14.1 Determinagéo de Caspase - 3

Apos o periodo de exposicdo aos OPs (1 x 107 células/mL), o meio de cultura
foi removido e foram adicionados 500uL de PBS gelado; as células entdo foram
removidas dos pocos e centrifugadas 2500rpm (600g) por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido, os “pellets” foram lavados com PBS e centrifugados
novamente a 2500rpm (600g) por 5 minutos a 4°C. O PBS foi removido e os pellets
foram ressuspendidos em tampéo de lise. O lisado foi submetido ao procedimento
para determinacdo da caspase-3 conforme descrito pelo fabricante (Caspase 3
Assay Kit, Colorimetric. Sigma-Aldrich®).

4.14.2 Avaliacdo da Morfologia Nuclear por Microscopia de Fluorescéncia

(Apoptose)

Para andlise da morfologia nuclear, 1x10° células/poco foram incubadas por
24 horas em placa de 12 pocos contendo uma laminula previamente revestida com
poli-D-lisina. ApoOs este periodo, as células foram incubadas com os OPs por 24 ou
48 horas. Entdo, o meio foi removido, as células foram lavadas 2 vezes com PBS
gelado e fixadas com 90% (v/v) de metanol em TBS por 15 minutos. ApGs remocao
do metanol, as células foram coradas por 15 minutos com o fluorocromo DNA-
especifico Hoechst 33342 (Sigma) (LIU, CHANG e WU, 2009). As laminulas foram
entdo retiradas da placa, colocadas sobre laminas, e analisadas em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX 51 operando com camera DP-72 e software “CellSens
Standard”. Foram contadas 200 células por grupo no total e os resultados foram
expressos em porcentagem de células com alterac6es nucleares (fragmentacao e

condensagao nuclear).

4.14.3 Avaliagdo de necrose e/ou apoptose (Hoechst 33342 e lodeto de

Propideo)

As células (1x10°células/poco) foram incubadas por 24 horas em placa de 12
pocos contendo uma laminula previamente revestida com poli-D-lisina. Apos este
periodo, as células foram incubadas com os OPs por 24. Entdo, o meio foi removido,

as células foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e fixadas com paraformaldeido
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10% por 10 minutos. Ap6s remocédo do paraformaldeido, as células foram coradas
por 5 minutos com o fluorocromo DNA-especifico Hoechst 33342 (20ug/mL) e lodeto
de propideo (10pug/mL) (Sigma). As laminulas foram entdo retiradas da placa,
colocadas sobre laminas, e analisadas em microscépio de fluorescéncia Olympus
BX 51 operando com camera DP-72 e software “CellSens Standard”. Foram
contadas 200 células por grupo no total, e os resultados foram expressos em

porcentagem de células em processo apoptotico e necrético.

4.15 Ensaio de crescimento de neuritos

As células (2x10° células/poco) foram incubadas em placas de 12 pocos por
24 horas, a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2 e meio de cultura F12
HAM suplementado com 15% de soro fetal bovino, 1% de mistura de antibiéticos
(volume final de 500uL/poco). Apds este periodo, o meio de cultura foi trocado pelo
meio F12 suplementado com 1,5% de soro bovino e 1% de mistura de antibioticos, e
foi adicionado &cido retinéico 10uM (volume final de 2mL/pogco) e seguiu-se o
protocolo de diferenciacdo descrito no item 4.2. Ap6s o periodo de diferenciagéo,
foram adicionados os OPs e controles, seguindo-se incubacao por até 72h. Ao final
destes periodos de incubacédo, as células foram fotografadas em microscopio 6ético
invertido com contraste de fase, utilizando objetiva de 20x. Foram obtidas fotos de 8
campos para cada grupo. O numero de células diferenciadas foi determinado nas
imagens digitalizadas utilizando-se o software Image J.

Foram consideradas diferenciadas as células que possuiam pelo menos um
neurito com comprimento igual ou superior ao diametro do corpo celular e foi
calculada a porcentagem destas células em relacdo ao total de células contadas e o
comprimento dos neuritos em pum (DAS, FREUDENRICH e MUNDY, 2004).

4.16 Neurofilamento-200 (Imunofluorescéncia)

As células (2 x 10° células / pogo) foram cultivadas em laminulas revestidas
com poli-D-lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seguindo o mesmo
tratamento descrito no item 4.2. Apds 72 horas de incubagdo com a OPs e controles,
o meio foi removido da placa contendo as laminulas, e as células foram fixadas com

1 mL de de paraformaldeido 4% em PBS 1X durante 10 minutos a temperatura
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ambiente, lavou-se duas vezes com 500 pL de PBS 1X e foram permeabilizadas em
400 pl de PBS 1X contendo 0,2% de Triton X-100 durante 10 minutos. Uma nova
lavagem foi realizada com 500 mL de PBS 1X, e a ligacdo néo especifica do
anticorpo foi bloqueada por 1% de BSA em PBS 1X, contendo 0,1% de Tween 20
durante 1 hora. Em seguida, as células foram subsequentemente incubadas com
anticorpo anti-NF 200 (diluicdo 1:80 em PBS 1X, contendo 3% de BSA) a 4 ° C
durante a noite. Uma nova lavagem foi realizada com 500 pL de PBS 1X e as células
foram entdo incubadas com anticorpo secundario anti-FITC NF200 durante 1 hora.
Uma nova lavagem foi realizada com 500 pL de PBS 1X e o nucleo as células foram
coradas com Hoechst 33342 (20 pg / ml) durante 3 minutos.

A intensidade de fluorescéncia foi examinada com um microscopio de
fluorescéncia (Olimpus BX51). As imagens foram obtidas a partir de trés campos
selecionados aleatoriamente para cada laminula. Trés experimentos independentes
foram executados. ApGs a obtencdo das imagens foi calculada a fluorescéncia total
corrigida de dez imagens por grupo utilizando o software Image J. A fluorescéncia
total corrigida foi calculada de acordo com a seguinte formula:

CTCF (Correct Total Cell Fluorescence) = Densidade Integrada- (Area da ref as Cels

x Média das leituras de fluorescéncia dos backgrounds).

4.17. Analise de sinaptofisina, sinapsina |l e GAP43 por Western Blot

A andlise das proteinas relacionadas a plasticidade e crescimento neuronal
sinapsina |, sinaptofisina e GAP43 foi realizada utilizando-se técnias de western blott

com digitalizacdo das bandas em sistema de deteccdo de quimiluminescéncia.

4.17.1 Preparo do Lisado celular

As células foram diferenciadas seguindo-se o protocolo descrito no item 4.2, e
apos este periodo de diferenciacdo foram expostas aos OPs e controles por 72
horas. Para o preparo do lisado, as células foram lavadas com PBS gelado,
transferidas com auxilio de scraper para microtubos de centrifuga e centrifugadas a
1000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo removido e as células
foram homogeneizadas com o reagente de lise CelLytic (C2978 Sigma) na

proporcdo de 40uL de CelLytic para cada 2x10° células, por 10 minutos mantidos em
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gelo. ApGs este periodo, as células foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos
a 4°C. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos,
precipitados foram desprezados, e as proteinas quantificadas nos lisados celulares
como ja descrito anteriormente no item 4.5. Os lisados foram guardados em freezer

(-80°C) até a realizacao do ensaio.

4.17.2 Eletroforese (SDS page)

Os lisados foram diluidos de modo a obter-se 10ug de proteina/20uL e foram
adicionadas de igual volume de tampé&o de Laemli (20uL), sendo entdo aquecidas
por 5 minutos a 95°C. As amostras (20uL) foram aplicadas em gel de poliacrilamida
(10%, 10 pocos) e separadas por eletroforese por lhora, a 160V em Tampao
Tris/glicina/SDS.

4.17.3 Transferéncia

Apos a eletroforese, foram montados os sistemas para a transferéncia das
proteinas do gel para membranas de nitrocelulose, como mostrado na figura 7. Os
sistemas de transferéncia foram mantidos em tampéao de transferéncia (Tris/glicina;

metanol e 4gua) por 1 h, a 300mA.

Esponjas

M Papéis Filtro
Membrana

Anodo (+) Gel + Proteinas

Figura 10 — Esquema demonstrando a montagem do sistema para a transferéncia das
proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose.
Fonte: https://imunologiahematologia.files.wordpress.com
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4.17.4 Reacdo imunologica

Foi efetuado o bloqueio com 5% de BSA (ou 5% de leite desnatado,
dependendo da proteina) em TBST (tampdo TBS ou salina tamponada com Tris,
contendo 0,1% de Tween 20). As membranas foram entdo incubadas (1 h,
temperatura ambiente ou 4°C, overnight) com os anticorpos primérios rabbit anti-
sinapsina |, mouse anti-sinaptofisina e mouse anti-GAP43, todos obtidos da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, USA). As membranas foram lavadas com TTBS e
incubadas com o anticorpo secundario conjugado com horseradish peroxidase
(HRP). Apo6s lavagem com TTBS e TBS, a membrana foi tratada com kit ECL
(Clarity, BioRad) e foi realizada a digitalizacdo das bandas em sistema de detecc¢éo
de quimiluminescéncia. A quantificacdo das bandas foi feita por densitometria
usando o Image J open source software (NIH,USA). As membranas foram tratadas
com tampao de stripping e submetidas a imunorreacédo para quantificagdo de beta-
actina (controle interno de carregamento) e os dados das demais proteinas foram

normalizados dividindo-se o resultado pelo resultado da beta-actina.

Deteccdo do sinal por
o guimicluminescencia

Substrato da enzima
Anticorpo secundario —
conjugado a enzima /f R

Proteina alvo

Anticorpo primario —— \ /

Membrana contendo as proteinas transferidas

Figura 11- Esquema da deteccao das proteinas no western blot.
Fonte:ttps://scykness.files.wordpress.com/2013/07/westernblotfinal.

4.18 Analise de Inflamacéao

A andlise de inducdo de inflamacdo causada pelos OPs foi avaliada
analisando-se a indugcao da producdo celular de interleucina 13 e interleucina 6,

ambas indicadoras de presenca de processo inflamatorio.
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4.18.1 Interleucina 1B (IL-1B)

As células (1 x 107 células/mL) foram expostas aos OPs e controles por 24
horas, e apos este periodo, 0 meio de cultura foi removido e as amostras coletadas.
Para a andlise da IL-1B foi utilizado o sobrenadante dos pogos. 200 pL de amostra
foram adicionados a placa contida no kit (Human IL-1 beta Antibody-coated ELISA
Plate e Human IL-6 Antibody-coated ELISA Plate) overnight a 4°C. ApoOs este
periodo, as amostras foram removidas dos pocos e seguiu-se o0 procedimento para

determinacgao de IL-1B conforme descrito pelo fabricante (Sigma, MO, USA).

4.18.2 Interleucina-6 (IL-6)

Para a andlise da IL-6, as células (1 x 107 células/mL) foram expostas aos
OPs e controles por 24 horas, e apés este periodo, o meio de cultura foi removido e
as amostras coletadas. Para a andlise da IL-6 foi utilizado o lisado celular. Para fazer
o lisado, as células foram removidas dos pocos com auxilio de scraper, transferidas
para tubos eppendorfs e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. Os tubos foram
transferidos para um isopor com gelo, o sobrenadante foi removido e as células
foram ressuspendidas em tampao de lise contido no kit (Human IL-6 ELISA Kit
RAB0306 Sigma) e mantidas no gelo por 10 minutos. Apos isto, centrifugou-se a
14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e retirou-se o0 sobrenadante, que foi transferido
para novos tubos. 200uL dos lisados foram entdo adicionados a placa contida no kit
(Antibody-coated ELISA Plate) overnight a 4°C. ApoOs este periodo, as amostras
foram removidas dos pocos e seguiu-se o procedimento para determinacao de IL-6

conforme descrito pelo fabricante (Sigma, MO, USA).

4.19 Captacéao Celular de Glicose

No presente trabalho também foi avaliada a captacéo de glicose pelas células
expostas aos OPs e aos OPs mais os possiveis protetores. As células (1x10°
células/poco) foram plagueadas por 24 horas a 37°C com 5% de CO2 em meio F12
HAM. Apos este periodo, 0 grupo controle positivo teve o meio removido, 0S pogos
foram lavados duas vezes com PBS 1X e foi adicionado 1mL de meio DMEM sem

glicose contendo uma concentracdo de 10uM de citocalasina B, um inibidor da
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captacdo da glicose. As células foram entdo mantidas nestas condi¢cbes por 1 hora,
e apos isso 0 meio F12 dos pocos restantes (demais grupos) foi removido e eles
foram lavados duas vezes com PBS 1X. Em seguida, foi adicionado o meio DMEM
sem glicose em todos os pocos (0s pocos do controle positivo permaneceram com a
citocalasina B), adicionado de 50 uM de de uma solugdo de glicose em agua e com
1uCi de deoxi-d-glicose marcada com radionuclidio tricio.

Apos a incubacdo com a glicose radiomarcada com tricio, 0 meio foi removido
dos pocos, que foram lavados 3 vezes com PBS 1X. Foi entdo adicionado 200uL de
solvente para a lise das células e 1mL de liquido de cintilagdo em cada poco. A
placa foi agitada por 10 minutos, o conteldo dos pocos foi passado para tubos
eppendorf e foi realizada a leitura em detector de cintilacdo MicroBeta TriLux

Luminiscence Counter da PerkinElmer.
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5 ANALISE ESTATISTICA

As concentracgdes inibitorias (IC50) das enzimas foram calculadas utilizando a
equacdao da reta obtida a partir da % da atividade em func&o do log da concentracdo
do OP, ou seja, % da atividade = a (log da concentragdao do OP) + b. Os coeficientes
de regressdo destas retas foram calculados utilizando o método dos quadrados
minimos. Alteracbes nos parametros avaliados nos diferentes grupos foram
examinadas para significancia estatistica usando ANOVA (Analise de Variancia)
seguido pelo teste de Tukey para multiplas comparacdes. Para a realizacdo destes
testes foi utilizado o programa GraphPad Pris 6®. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes.
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6 RESULTADOS

6.1 Proteinas

As Figuras de 13-17 mostram as curvas de calibracdo para a dosagem de
proteinas nas amostras. As Figuras 13, 14 e 15 mostram as curvas de calibragcédo
feitas com tampéo Tris-EDTA pH=8 para para o ensaio da ESNp, tampao PCD para
ensaio das calpainas e tampao fosfato pH=8 para ensaio da AChE, respectivamente.
As Figuras 16 e 17 mostram duas curvas de calibracéo feitas para a dosagem de
proteinas para a andlise por western blot.
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Figura 12 — Representacdo Grafica da Equacgéo da reta da curva de calibracdo de proteina
feita com tampéao tris-EDTA pH 8,0
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Figura 14 — Curva analitica de proteina feita com tampao fosfato pH 8,0
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A concentracdo de proteinas nas amostras foi obtida com base nestas curvas
de calibracdo e utilizada no calculo da atividade das enzimas ESNp, AChE e

calpainas nas células SH-SY5Y de neuroblastoma humano.

0.5-
E 0.4
w
B
—_ 0.3
[i*]
2
'E 0.24 Y= 0.001066% + 0.03767
[=] 2 _
@ 014 R® = 0,9928
<

0.0

0 100 200 300 400 500
Concentragao

Figura 15 — Curva analitica de dosagem de proteinas feita para as analises por western blot.
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Figura 16 — Curva analitica de dosagem de proteinas feita para as analises por western blot.

As concentracbes de proteinas nas amostras que foram analizadas por
western blot foram obtidas com base nestas curvas de calibracdo mostradas nas
Figuras 16 e 17.
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6.2 Curvas da Inibicdo da ESNp

A Figura 18 mostra a curva de inibicdo enzimatica induzida pelo mipafox que
€ sabidamente um OP neuropatico. Como mostrado na Tabela 5, o mipafox
apresentou IC50 de 1,33 x 10°® M, indicando baixa concentragdo inibitéria de 50% da
atividade da ESNp.

% da atividade da ESNp

0 6.0x10° 1.2x10° 1.8x10° 2.4x10°
Concentracéao de mipafox (M)

Figura 17 — Porcentagem (%) de atividade da ESNp em células SH-SY5Y em funcao da
concentracdo de mipafox. Cada ponto corresponde a média de trés amostras analisadas em
triplicata e estdo representados como média + erro padréo da média.
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A Figura 19 apresenta os resultados de inibicdo da atividade da ESNp
induzida pelo paraoxon nas ceélulas SH-SY5Y. O paraoxon é um composto
sabidamente n&o indutor da NRIOP, e, como demonstrado na Tabela 5, mostrou
IC50 de 9,31 x 10, indicando que é necessdaria uma concentracdo bem maior que a

do mipafox (indutor) para causar 50% de inibicdo da atividade da ESNp.
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Figura 18 — Porcentagem (%) de atividade da ESNp nas células SH-SY5Y em funcdo da
concentracdo de paraoxon. Cada ponto corresponde a média de trés amostras analisadas
em triplicata e estdo representados como média + erro padrdo da média.
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A Figura 20 ilustra a curva de inibicdo da atividade da ESNp em funcéo de
diferentes concentragbes de triclorfom. O triclorfom foi investigado a fim de se
analisar seu potencial em ser neuropatico, e, como indicado na Tabela 5, ele
apresentou uma IC50 de 3,29 x 10°, mostrando que uma concentracdo menor que a

do paraoxon (ndo indutor) € capaz de inibir 50% da atividade da ESNp.
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Figura 19 — Porcentagem (%) da atividade da enzima ESNp em células SH-SY5Y versus
concentracao de triclorfom. Cada ponto corresponde a média de trés amostras analisadas
em triplicata e estao representados como média + erro padrao da média. Os valores de IC50
sédo mostrados na Tabela 6.

6.2.1 Valores de IC50 para ESNp

Tabela 5 — Valores de IC50 dos trés OP avaliados em relagdo a atividade da ESNp de
células SH-SY5Y.

Inibidor ICso r?

Mipafox 1,33 x 10 0,94
Paraoxon 9,31 x10° 0,93
Triclorfom 3,29 x 10° 0,95

Nota: Os valores de IC50 apresentados sdo representativos da média de trés amostras
analisadas em triplicata. O coeficiente de regressao linear (r?) foi obtido a partir da curva do
log da % de atividade da enzima versus concentracdo do OP.
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6.3 Reativagcao da ESNp

Apés a construcao das curvas de inibicdo da ESNp pelos trés OP, iniciaram-
se os testes de reativacdo da ESNp para determinacdo da propor¢cdo da enzima
inibida e da proporcdo da enzima envelhecida (que ndo é capaz de ser reativada).

Os graficos de reativacdo sao apresentados nas Figuras 21, 22 e 23 os
valores sdo apresentados na Tabela 6. O mipafox (controle positivo, indutor da
NRIOP) e o triclorfom foram capazes de proporcionar inibicdo e envelhecimento da
ESNp acima de 70%, nas concentracdes de 2,0 x 10° M e 1,0 x 103 M,

respectivamente.

Tabela 6 —Taxas de inibicdo e envelhecimento da ESNp de células SH-SY5Y apds 24 horas
de exposicdo aos OP avaliados.

Concentracao de inibidor

Inibidor (M) % de inibicdo % de envelhecimento
Mipafox 1,0 x 10 57,27 £ 14,17 46,15 + 5,95
5,0 x 10 80,43 £ 2,56 70,25 £ 4,95
2,0 x10° 96,99 + 1,24 89,90 + 4,80
Paraoxon 1,0 x 104 62,81 + 3,01 17,30 = 5,00
3,0x10* 78,64 £ 4,74 31,01 +£5,40
7,0 x 104 90,90 + 3,20 47,15 + 6,95
Triclorfom 1,0 x 10° 46,88 + 3,01 29,65 + 4,85
1,0 x 104 77,69 12,11 59,95 + 4,15
1,0 x 103 93,72 £ 2,22 74,15 £ 4,45

Nota: cada valor corresponde a média de trés amostras analisadas em triplicata. Valores estao

representados como média + erro padrédo da média.
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Figura 20 — Porcentagem (%) de inibicdo e envelhecimento da ESNp em células SH-SY5Y
versus concentracdo de mipafox. Cada ponto corresponde a média de trés amostras
analisadas em triplicata. Valores estéo representados como média + erro padrdo da média.
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Figura 21 — Porcentagem (%) de inibicdo e envelhecimento da ESNp em células SH-SY5Y
versus concentracdo de paraoxon. Cada ponto corresponde a média de trés amostras
analisadas em triplicata. Valores estéo representados como média + erro padrdo da média.
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Figura 22 — Porcentagem (%) de inibicdo e envelhecimento da ESNp em células SH-SY5Y
versus concentracdo de Triclorfom. Cada ponto corresponde a média de trés amostras
analisadas em triplicata. Valores estéo representados como média * erro padrao da média.

6.4 Atividade da AChE

As Figuras 24, 25 e 26 mostram as curvas de inibicdo enzimatica da AChE
induzida pelo mipafox, paraoxon e triclorfom, respectivamente. A partir destas
curvas, foram determinadas as IC50 dos trés OPs para a enzima AChE. Como
mostrado na Tabela 7 e Figura 23, a concentracdo de mipafox que inibiu 50% da
atividade da AChE foi de 7,68 x 10%. Para o paraoxon, composto ndo indutor, a IC50
para a AChE foi de 4,99 x 10”7 (Tabela 7), mostrando que ele induz inibicdo em 50%
da atividade da AChE em uma concentragdo bem menor do que mipafox (Figura 24).
No caso do triclorfom, ele apresentou com IC50 para a AChE de 2,96 x 104,
mostrando que é necesséria uma concentracdo maior do que a dos dois controles
utilizados para inibir 50% da atividade da AChE (Figura 25).
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Figura 23 — Porcentagem (%) de atividade da AChE em células SH-SY5Y em funcédo da
concentracéo de mipafox. Cada ponto corresponde a média de trés amostras analisadas em
triplicata. Os valores de IC50 sdo mostrados na Tabela 7. Valores estdo representados
como média + erro padrdo da média
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Figura 24 — Porcentagem (%) de atividade da AChE em células SH-SY5Y em fun¢éo da
concentracdo de paraoxon. Cada ponto corresponde a média de trés amostras analisadas
em triplicata. Os valores de IC50 sdo mostrados na Tabela 7. Valores estdo representados
como média + erro padrao da média
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Figura 25 — Porcentagem (%) da atividade da enzima AchE em células SH-SY5Y versus
concentracé@o de triclorfom. Cada ponto corresponde & média de trés amostras analisadas
em triplicata. Os valores de IC50 sdo mostrados na Tabela 7. Valores estdo representados
como média + erro padrao da média

6.4.1 Valores de IC50 para a AChE e raz&o IC50 ESNp /1C50 AChE

As curvas de inibicdo da AChE foram obtidas a fim de estabelecer a razéo
IC50 ESNp / IC50 AChE, cujo valor € fundamental para a diferenciacdo entre OP

neuropaticos e ndo-neuropaticos.

Tabela 7 — Valores de IC50 e r? dos trés OP avaliados em relacdo a atividade da AChE de
células SH-SY5Y e relagdo entre os valores de IC50 da ESNp e da AChE. Valores estao

representados como media + erro padrao da média

ICs0 ESNp / I1Cs0

Inibidor 1Cs0 r? AChE
Mipafox 7.68 x 10°© 0,94 0,17

Paraoxon 4.99 x 10”7 0,91 187
Triclorfom 2,96 x 104 0,92 0,11

Nota: Os valores de IC50 s&o representados como a média obtida a partir de trés curvas
dose-resposta.
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6.5. Ensaios de citotoxicidade

Para a avaliagdo da citotoxicidade induzida pelos OPs, foram realizados os

ensaios de reducao do MTT e de liberacdo da enzima LDH.

6.5.1 Citotoxicidade pelo método de redugdo do MTT

A citotoxicidade foi avaliada usando o ensaio do MTT para célculo da
porcentagem de células viaveis em relacdo as células mortas. Mipafox (OP
neuropatico) e triclorfom, em concentracdes que causaram pelo menos 70% da
inibicdo da ESNp, ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle. Ja o paraoxon (ndo-neuropatico) apresentou citotoxicidade em
concentracdes que causaram pelo menos 70% da inibicdo da ESNp (Figura 27).

O ensaio do MTT também foi realizado para a escolha das concentracfes das
substancias possivelmente neuroprotetoras. Foram feitas curvas de viabilidade
celular em que 6 concentragdes de cada composto foram testadas como possiveis
protetoras contra a citotoxicidade induzida pela toxina 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™),
uma vez que que a sobrecarga de calcio tem sido associada ao mecanismo téxico
desta toxina (mecanismo semelhante ao desencadeado pelos OPs neuropéaticos).
Em concentracbes de 1 ng/ml até 50 pg/mL de amilorida, houve um aumento
significativo na viabilidade celular quando comparado com o grupo tratado apenas
com MPP*, mas na concentracdo de 100 pg/mL ocorreu uma diminuicdo na
viabilidade celular quando comparado ao grupo tratado somente com o MPP*
(Figura 28). As concentragbes de nimodipino de 1ng/ml até 1ug/ml causaram um
aumento da viabilidade celular, no entanto, a partir de 50ug/mL houve um efeito
prejudicial na viabilidade (Figura 29). O inibidor de calpainas MDL 28170 mostrou
aumento da viabilidade nas concentracdes de 1uM a 100uM, e a partir de 500uM
houve uma reducéo significativa da viabilidade celular (Figura 30). A liraglutida em
todas as concentracdes avaliadas apresentou aumento da viabilidade celular em

comparacao ao grupo tratado somente com MPP* (Figura 31).
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Figura 26 — Citotoxicidade causada mipafox (2x10° M), paraoxon (3x10* M), triclorfom
(1x10° M) nas células SH-SY5Y ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C. Cada ponto foi
analisado em triplicata (n=3) e os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da
média. *Significativo em relagé&o ao controle (p < 0,05).
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Figura 27 — Efeitos da amilorida na viabilidade celular de células SH-SY5Y de

neuroblastoma humano apds 24 h de incubacgdo a 37 °C. As células foram incubadas com
MPP* (controle) e MPP* mais diferentes concentracbes de amilorida. Cada ponto foi
analisado em triplicata (n=3) e os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da
média. *Significativo em relagédo ao controle (p < 0,05).
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Figura 28 — Efeitos da nimodipino na viabilidade celular de células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano apds 24 h de incubacgdo a 37 °C. As células foram incubadas com
MPP* (controle) e MPP* mais diferentes concentragfes de nimodipino. Cada ponto foi
analisado em triplicata (n=3) e os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da
média. *Significativo em relagédo ao controle (p < 0,05).
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Figura 29 - Efeitos da liraglutida na viabilidade celular de células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano apo6s 24 h de incubacado a 37 °C. As células foram incubadas com
MPP* (controle) e MPP* mais diferentes concentracdes de liraglutida. Cada ponto foi
analisado em triplicata (n=3) e os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da
média. *Significativo em relagéo ao controle (p < 0,05).
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Figura 30 — Efeitos do MDL na viabilidade celular de células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano apos 24 h de incubagéo a 37 °C. As células foram incubadas com MPP* (controle) e
MPP* mais diferentes concentracdes de liraglutida. Cada ponto foi analisado em triplicata
(n=3) e os resultados sédo mostrados como média + erro padrdo da média. *Significativo em
relagé@o ao controle (p < 0,05).

6.5.2 Citotoxicidade pelo método da Lactado Desidrogenase (LDH)

Foi realizada a andlise de citotoxicidade pelo método de liberacdo da lactato
desidrogenase (LDH) em células diferenciadas com acido retinoico e em células
indiferenciadas. A atividade desta enzima no sobrenadante celular indica a
proporcdo de células mortas. Este ensaio foi realizado para assegurar que as
concentracbes de OPs que causam 70% de inibicdo de envelhecimento da ESNp
sdo concentracdes sub-letais, que ndo levam a morte celular.

Como pode ser visto nas Figuras 32 e 33, os OPs mipafox (OP neuropatico) e
triclorfom ndo causaram liberacdo significativa (tanto em células diferenciadas como
indiferenciadas) de LDH quando comparado com o grupo controle (acido retindico).
Apenas o paraoxon (OP ndo neuropatico) demosntrou aumento significativo na
libertacdo de LDH, quando comparado com o grupo controle. Os resultados do
paraoxon nas células diferenciadas demonstraram um aumento da liberacdo da
enzima ja a partir de 24 horas de incubacgéo. Ja nas células indiferenciadas, o
aumento da liberacdo ocorreu a partir de 48 horas. Estes resultados demonstram

hY

que as célas diferenciadas tornan-se mais sensiveis a exposi¢cdo a substancias
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toxicas, como indicado por alguns estudos (CHANG et al., 2006; CHEUNG et al.,
2009).
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Figura 31 — Efeitos do mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfon (102 M) na
liberacdo de LDH em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano diferenciadas apés 24,
48 e 72 horas de incubacdo. Cada ponto representa a média + erro padrdo da média de trés
experimentos diferentes realizadas em triplicata. * Significativamente diferente do grupo
controle (acido retindico) (P <0,05).
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Figura 32 —Efeitos do mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfon (102 M) na
liberacdo de LDH em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano indiferenciadas apds 24,
48 e 72 horas de incubacdo. Cada ponto representa a média + erro padrdo da média de trés
experimentos diferentes realizadas em triplicata. * Significativamente diferente do grupo
controle (acido retindico) (P <0,05).
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6.6 Ativacdo das calpainas

Para dar suporte aos resultados relativos a inibicdo e envelhecimento da
ESNp foi feita também avaliagcdo da ativacdo das calpainas nas células SH-SY5Y.
Estes resultados sédo mostrados na Figura 34 e demonstram que apenas o mipafox
foi capaz de aumentar significativamente a atividade das calpainas em
concentracdes capazes de causar pelo menos 70% de inibicdo e envelhecimento da
ESNp. Os resultados apresentados na Figura 34 mostram também que tanto o
amilorida quanto o nimodipino foram capazes de inibir a ativacdo de calpainas
induzida pelo mipafox nos grupos tratados com mipafox associado com amilorida e
mipafox associado com nimodipino. Quando as células foram tratadas com mipafox
associado com inibidor de calpainas MDL 28170, ndo houve a diminuicdo
significativa da atividade das calpainas quando foi comparado com o grupo tratado

somente com mipafox
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Figura 33 — Efeito da ativacdo das calpainas na presenca de etanol (veiculo, controle),
mipafox (2x10° M), paraoxon (3x10* M), triclorfom (1x103 M), amilorida e nimodipino (15
ng/mL), MDL (), mipafox + amilorida, mipafox + MDL e mipafox+nimodipino em cultura de
células SH-SY5Y apos 24 horas de incubagéo a 37°C, 5% de CO2. Cada ponto foi analisado
em triplicata (n=3) e os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da média.
*Significativo em relacdo ao controle (p < 0,05). A atividade do controle foi considerada
100%.
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6.7 Determinacgéo de Célcio Intracelular

A curva de calibracdo (r> 0,99) utilizada para célculo das concentracdes de
calcio intracelular é apresentada na Figura 35. Mipafox e triclorfom causaram elevagéo

significativa nos niveis de calcio intracelular, como demonstrado na na Figura 36.
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Figura 34 — Curva de calibracdo de calcio (1 a 20 mg/L) obtida por espectrometria de massa
indutivamente acoplada a Plasma (ICP-MS, “Inductively coupled plasma mass spectrometry”).
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Figura 35 — Efeitos do mipafox, paraoxon e triclorfom na concentragéo de célcio de células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, apos 24 horas de incubacdo. Os dados sdo apresentados
como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes feitos em triplicata.
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*Significativamente diferente do controle (p <0,05). # Significativamente diferente do mipafox (p
<0,05).

6.8 Avaliacdo de necrose e apoptose

6.8.1 Determinacao de Caspase — 3

O ensaio de inducdo de apoptose avaliando-se a ativacdo da enzima
caspase-3 mostrou que o OP triclorfom causou um aumento significativo na
atividade da caspase-3. O mipafox também causou elevacfes significativas na
atividade da caspase-3, enquanto que o paraoxon nao elevou significativamente a
atividade desta enzima. Amilorida e MDL reduziram o aumento da atividade da

caspase-3 causado pelo mipafox (Figura 37).
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Figura 36 — Atividade da caspase-3 utilizando paraoxon, mipafox e triclorfom em células SH-
SY5Y de neuroblastoma humano depois de 24 horas de incubacgéo a 37°C. Os dados séo
apresentados como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
feitos em triplicata. *Significativamente diferente do controle (p <0,05). # Significativamente
diferente do mipafox (p <0,05).
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6.8.2 Avaliacdo de Células em Apoptose

As células SH-SY5Y expostas aos OPs por 24 e 48 horas mostraram
alteracbes nucleares quando coradas com o fluorocromo DNA-especifico Hoechst
33342 (HO) e analisadas em microscopio de fluorescéncia. Os grupos mipafox e
triclorfom apresentaram aumento do nimero de células com altera¢cdes morfolégicas
nucleares como fragmentacdo e condensacdo nuclear com 24 e 48 horas de
exposicao, indicando que estes dois OPs podem aumentar o numero de células
apoptéticas. O paraoxon causou um aumento significativo da porcentagem de
células com alteracdo somente ap0s 48 horas de exposicao, indicando processo
apoptotico apos este periodo de incubacéo (Figura 38, 39 e 41). Os grupos tratados
com mipafox associado com as substancias avaliadas como possiveis protetoras
amilorida, nimodipino e MDL tiveram uma reducao significativa da porcentagem de
células com alteracdes nucleares quando comparados ao grupo tratado somente

com mipafox por 24 e 48 horas (Figuras 38, 40 e 42).
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Figura 37 — Alteracdes na morfologia nuclear ap6s 24 e 48 horas de incubacdo com os OPs.
Representacao grafica da média dos cinco campos analisados por grupo. Os resultados sédo
mostrados como média * erro padrdo da média de trés experimentos independentes. Foi
usada a neurotoxina MPP* (1mM) como controle positivo. *Significativamente diferente do
controle (etanol) (p <0,05). # Significativamente diferente do mipafox (p <0,05).
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Figura 38 — Alteracdes na morfologia nuclear apos 24 horas de incubagdo com os OPs. A)
Controle negativo. B) Células expostas ao mipafox (2x10°), mostrando alteracdes como
condensacdo e fragmentacdo nuclear. C) Células expostas ao paraoxon (3x10*), mostrando
poucas células com alteracbes nucleares. D) Células expostas ao triclorfom (1x102%), onde as
células mostram semelhanca em relacéo as células tratadas com o mipafox, apresentando uma
maior quantidade de alteragcdes nucleares como condensacdo e fragmentagdo. As imagens
foram obtidas em microscopio de fluorescéncias Olympus BX 51 operando com camera DP-72
e software “CellSens Standard.
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Figura 39 — Alteracbes na morfologia nuclear apés 24 horas de incubagdo com o OP
mipafox e as substancias amilorida, nimodipino e MDL, avaliadas como possiveis protetoras.
A) Células expostas somente ao mipafox. B) Células expostas ao mipafox+nimodipino,
mostrando menos alteragfes em relagdo ao grupo tratado somente com mipafox. C) Células
expostas ao mipafox+amilorida, mostrando menos alteracdes em relacdo ao grupo tratado
somente com mipafox. D) Células expostas ao mipafox+MDL, também mostrando menos
alteragbes em relagdo ao grupo tratado somente com mipafox.. As imagens foram obtidas
em microscoépio de fluorescéncias Olympus BX 51 operando com camera DP-72 e software
“CellSens Standard.
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Figura 40 — Alteracdes na morfologia nuclear apés 48 horas de incubacdo com os OPs. A)
Controle negtivo. B) Células expostas ao OP mipafox, mostrando alteracdes como condensacgéo
e fragmentac@o nuclear. C) Células expostas ao OP paraoxon, mostrando um aumento na
guantidade de células com alteracdes nucleares. D) Células expostas ao OP triclorfom, onde as
células mostram semelhanca em relacdo as células tratadas com o mipafox, apresentando uma
maior quantidade de alteracdes nucleares como condensacdo e fragmentagdo. As imagens
foram obtidas em microscopio de fluorescéncias Olympus BX 51 operando com camera DP-72 e
software “CellSens Standard.
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Figura 41 — Alteragbes na morfologia nuclear apés 48 horas de incubacdo com o OP
mipafox e as substancias amilorida, nimodipino e MDL, avaliadas como possiveis protetoras.
A) Células expostas somente ao mipafox. B) Células expostas ao mipafox+nimodipino,
mostrando menos alteragfes em relagdo ao grupo tratado somente com mipafox. C) Células
expostas ao mipafox+amilorida, mostrando menos alteragdes em relacdo ao grupo tratado
somente com mipafox. D) Células expostas ao mipafox+MDL, também mostrando menos
alteracdes em relagdo ao grupo tratado somente com mipafox.. As imagens foram obtidas
em microscopio de fluorescéncias Olympus BX 51 operando com camera DP-72 e software
“CellSens Standard.
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6.8.3 Avaliacdo de Células em Necrose e Apoptose

A fim de se avaliar processos de necrose e/ou apoptose que os OPs podem
ocasionar, foi realizado um ensaio utilizando o corante Hoechst 33342 (HO) e o
iodeto de propideo (IP). As células SH-SY5Y foram expostas aos OPs por 24 e 48
horas e apds este periodo foram coradas com HO e IP. O HO pode ser utilizado
para detectar células apoptéticas pela morfologia nuclear. Este corante é
rapidamente absorvido pelas células durante as fases iniciais de apoptose, enquanto
a membrana citoplasmatica integra esta impermeéavel ao IP, que pode ser utilizado
para corar o DNA e também para determinar a integridade da membrana celular, ja
qgue ele pode penetrar somente membranas celulares comprometidas. Fases tardias
de apoptose apresentam corpos apoptéticos e sdo acompanhadas pelo aumento da
permeabilidade da membrana celular, o que permite a entrada de IP nas células.
Assim, podemos observar que quando as células estdo coradas pelo IP, elas estédo
em apoptose tardia, apresentando nucleo fragmentado corado em vermelho, ou
necrose, onde apresentam o nucleo vermelho intacto. Células em estagios iniciais
de apoptose ainda preservam a integridade da membrana e ainda sdo impermeaveis
ao IP, apresentando nucleo condensado e fragmentado corado em azul.

As células foram analisadas em microscépio de fluorescéncia e pdde-se
observar que os grupos mipafox e triclorfom apresentaram aumento significativo do
namero de células com alteracBes nucleares, como fragmentacdo e condensacao
nuclear, quando coradas com HO, indicando que eles causam um aumento da
frequéncia de células apoptéticas (nucleo azul condensado e fragmentado), como
demonstrado na figura 43. Estes dois OPs também causaram um aumento de
células em apoptose tardia/necrose (nucleo vermelho intacto) quando comparados
ao controle, porém este aumento foi muito menor que o aumento de células
apoptoticas, e muito menor do que o aumento de células em apoptose
tardia/necrose causado pelo paraoxon. Como pode-se observar nas Figuras 44 e 45,
a frequéncia de células coradas com IP nos grupos tratados com mipafox e
triclorfom foi muito menor do que as coradas pelo HO que apresentaram
fragmentacao e condensacao nuclear.

O paraoxon também causou um aumento de células em apoptose, que, apos
a analise das células coradas com IP, conseguimos concluir se tratar em grande

parte de células em apoptose tardia, devido a presenca de nucleos condensados e
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fragmentados corados em vermelho pelo IP. Em relacdo as células necréticas, que
apresentam nucleos intactos vermelhos corados pelo IP, o paraoxon mostrou um
aumento significativo da porcentagem de células em necrose a partir de 24 horas de
exposicdo quando comparado ao grupo controle e ao mipafox, que teve uma
porcentagem muito menor de células em necrose (Figuras 41-43). Podemos
observar nas Figuras 44 e 45 que em 24 e 48 horas de exposi¢cdo ao paraoxon, hi
um grande aumento de células coradas pelo IP, o que indica estagios finais de
apoptose e/ou necrose.

Os grupos tratados com o mipafox e os possiveis neuroprotetores amilorida,
nimodipino, MDL e liraglutida tiveram reducdo significativa da porcentagem de
células apoptoticas quando comparados ao grupo tratado somente com mipafox
(Figuras 46-48). Como podemos observar na Figura 46, em relacdo a apoptose
tardia/necrose, apesar dos grupos tratados com amilorida, liraglutida e MDL teram
diminuido a porcentagem de células nestes estagios, somente o grupo tratado com
mipafox + nimodipino teve uma reducdo significativa das células nesses estagios

guando comparado ao grupo tratado somente com mipafox.
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Figura 42 — Porcentagem de células apoptéticas e necroticas apos 24 (A) e 48 (B) horas de
incubacdo com mipafox, paraoxon e triclorfom. Representacdo gréfica da média dos cinco
campos analisados por grupo. Os resultados sdo mostrados como média + erro padrao da
média de trés experimentos independentes. *Significativamente diferente do grupo controle
(p <0,05). # Significativamente diferente do mipafox (p <0,05). +Indica diferenca significativa
entre a quantidade de células necroticas e apoptoticas dentro do mesmo grupo (p <0,05).
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HO IP SOBREPOSICAO
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Figura 43 — Avaliacdo de células apoptoticas e necréticas por microscopia de fluorescéncia
apos 24 horas de incubacdo com: A) Controle negativo (etanol); B) Mipafox; C) Paraoxon;
D) Triclorfom. As imagens foram obtidas em microscépio de fluorescéncias Olympus BX 51
operando com camera DP-72 e software “CellSens Standard.
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HO P SOBREPOSICAO

Figura 44 — Avaliacdo de células apoptoticas e necréticas por microscopia de fluorescéncia
apo6s 48 horas de incubacdo com: A) Controle negativo (etanol); B) Mipafox; C) Paraoxon;
D) Triclorfom. As imagens foram obtidas em microscépio de fluorescéncias Olympus BX 51
operando com camera DP-72 e software “CellSens Standard.
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Figura 45 — Porcentagem de células apoptéticas e necréticas apos 24 (A) e 48 (B) horas de
incubacdo com mipafox mais os possiveis neuroprotetores amilorida, nimodipino, MDL e
liraglutida. Representacdo grafica da média dos cinco campos analisados por grupo. Os
resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes. *Significativamente diferente do grupo controle (p <0,05). #
Significativamente diferente do mipafox (p <0,05). +Indica diferenca significativa entre
quantitidade de células necréticas e apoptoticas dentro do mesmo grupo (p <0,05).
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Figura 46 — Avaliacdo de células apoptoticas e necréticas por microscopia de fluorescéncia
ap6s 24 horas de incubagdo com: A) Mipafox + Nimodipino; B) Mipafox + Amilorida; C)
Mipafox + Liraglutida; D) Mipafox + MDL. As imagens foram obtidas em microscopio de
fluorescéncias Olympus BX 51 operando com camera DP-72 e software “CellSens Standard.
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HO IP SOBREPOSICAO

Figura 47 — Avaliacdo de células apoptoticas e necréticas por microscopia de fluorescéncia
apo6s 48 horas de incubagdo com: A) Mipafox + Nimodipino; B) Mipafox + Amilorida; C)
Mipafox + Liraglutida; D) Mipafox + MDL. As imagens foram obtidas em microscépio de
fluorescéncias Olympus BX 51 operando com camera DP-72 e software “CellSens Standard.
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6.9 Ensaios de Crescimento de Neuritos

O crescimento dos neuritos em células tratadas com acido retindico por 5 dias
foi avaliado apos 24 (Figuras 49-51), 48 (Figuras 52-54) e 72 horas (Figuras 55-57)
de exposicdo aos OPs e possiveis neuroprotetores. Os OPs mipafox e triclorfom
diminuiram significativamente a porcentagem de células com neuritos e o
comprimento dos neuritos a partir de 24 horas de exposicdo quando comparado ao
grupo controle tratado somente com acido retindico. O grupo tratado com o
paraoxon apresentou células com comprimentos dos neuritos menores do que o
grupo controle a partir de 24 horas de exposicao e a porcentagem de células com
neuritos foi diminuida somente apds 48 horas de exposi¢céo a este OP.

Quanto as substancias possivelmente neuroprotetoras, foi observado que
nimodipino, amilorida, MDL e liraglutida, que foram utilizados nos tratamentos
juntamente com o mipafox, causaram um aumento significativo da porcentagem de
células com neuritos e do comprimento dos neuritos a partir de 24 horas de
tratamento, quando comparados com o grupo tratado somente com o mipafox.

Nas Tabelas 8 e 9 pode-se observar os valores das médias do comprimento
dos neuritos e das médias das porcentagens de células com neuritos das células
expostas aos OPs (Tabela 8) e ao OP mipafox associado com o0s possiveis
protetores (Tabela 9).
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Figura 48 — Efeito sobre o crescimento de neuritos. As células foram induzidas a
diferenciagcdo com 4&cido retindico 10uM por 5 dias. A) representacdo dos dados do
comprimento dos neuritos apés 24 horas de incubacdo com acido retinéico (AR), OPs e/ou
neuroprotetores; B) representacdo dos dados das porcentagens de células com neuritos
apos 24 horas de incubacdo com &cido retindico (AR), OPs e/ou neuroprotetores. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
feitos em triplicata (n=9). *Significativamente diferente do grupo &cido retindico (AR)
(p<0,05); #Significativamente diferente do mipafox (p<0,05).
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Figura 49 — Imagens obtidas em microscépio Optico invertido com contraste de fase. As
células foram induzidas a diferenciagdo com &cido retindico 10uM por 5 dias e
posteriormente incubados com: A) acido retindico (AR); B) mipafox; C) paraoxon; D)

triclorfom durante 24 horas.
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Figura 50 — Imagens obtidas em microscépio Optico invertido com contraste de fase. As
células foram induzidas a diferenciagdo com &cido retindico 10uM por 5 dias e
posteriormente incubados com: A) mipafox + nimodipino; B) mipafox + amilorida; C) mipafox
+ liraglutida; D) mipafox + MDL durante 24 horas.
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Figura 51 — Efeito sobre o crescimento de neuritos. As células foram induzidas a
diferenciagcdo com 4&cido retindico 10uM por 5 dias. A) representacdo dos dados do
comprimento dos neuritos apds 48 horas de incubacdo com acido retindico (AR), OPs e/ou
neuroprotetores; B) representacdo dos dados das porcentagens de células com neuritos
apos 24 horas de incubacdo com &cido retindico (AR), OPs e/ou neuroprotetores. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
feitos em triplicata (n=9). *Significativamente diferente do grupo &cido retindico (AR)
(p<0,05); #Significativamente diferente do mipafox (p<0,05).
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Figura 52 — Imagens obtidas em microscopio Optico invertido com contraste de fase. As
células foram induzidas a diferenciacdo com 4&cido retindico 10uM por 5 dias e
posteriormente incubados com: A) acido retindico (AR); B) mipafox; C) paraoxon; D)

triclorfom durante 48 horas.
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Figura 53 — Imagens obtidas em microscépio Optico invertido com contraste de fase. As
células foram induzidas a diferenciagdo com &cido retindico 10uM por 5 dias e
posteriormente incubados com: A) mipafox + nimodipino; B) mipafox + amilorida; C) mipafox
+ liraglutida; D) mipafox + MDL durante 48 horas.
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Figura 54 — Efeito sobre o crescimento de neuritos. As células foram induzidas a
diferenciacdo com 4&cido retindico 10uM por 5 dias. A) representacdo dos dados do
comprimento dos neuritos apds 72 horas de incubacdo com acido retinéico (AR), OPs e/ou
neuroprotetores; B) representacdo dos dados das porcentagens de células com neuritos
apos 24 horas de incubacdo com acido retinéico (AR), OPs e/ou neuroprotetores. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
feitos em triplicata (n=9). *Significativamente diferente do grupo acido retindico (AR)
(p<0,05); #Significativamente diferente do mipafox (p<0,05).
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Figura 55 — Imagens obtidas em microscépio 6ptico invertido com contraste de fase. As
células foram induzidas a diferenciacdo com &cido retindico 10uM por 5 dias e
posteriormente incubados com: A) é&cido retindico (AR); B) mipafox; C) paraoxon; D)
triclorfom durante 72 horas.
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Figura 56 — Imagens obtidas em microscépio Optico invertido com contraste de fase. As
células foram induzidas a diferenciacdo com &cido retindico 10uM por 5 dias e
posteriormente incubados com: A) mipafox + nimodipino; B) mipafox + amilorida; C) mipafox
+ liraglutida; D) mipafox + MDL durante 72 horas.
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Tabela 8 — Médias do comprimento dos neuritos e médias das porcentagens de células com
neuritos de células expostas aos OPs. Cada valor corresponde a média de trés
experimentos realizados em triplicata. Os valores estdo representados como média + erro
padrao da média.

Tempos de Médias % de
Grupos exposicao comprimento dos células com
neuritos (um) neuritos
Controle negativo 2an hoooL 5,92£0,97
g9 48h 45,66+1,64 5,75+0.76
72h 46,96+1,61 4,91+0,52
24h 88,00+3,48 33,15+£3,76
Acido retinoico 48h 90,56+3,87 32,75+2,93
72h 78,70+2,70 30,57+1,08
24 54,66+1,50 11,45+1,90
Minafox 48h 50,94+1,41 9,63+0,85
P 72h 48,23+1,28 12,65+1,04
24h 73,05+2,57 25,19+1,90
48h 71,68+2,01 26,36+1,70
Paraoxon 72h 67,53+1,87 23,06+2,20
24h 54,65+1,74 8,54+1,96
Triclorfom 48h 41,90+3,36 5,97+1,04
72h 35,52+3,95 3,04+1,35
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Tabela 9 — Valores das médias do comprimento dos neuritos e das médias das
porcentagens de células com neuritos de células expostas ao OP mipafox mais 0s possiveis
neuroprotetores. Cada valor corresponde a média de trés experimentos realizados em
triplicata. Os valores estdo representados como média + erro padrdo da média

Tempos de Média 0
exposicao comprimentos dos || f)de
Grupos neuritos celulas com
neuritos
24h 88,00+3,48 33,15+3,76
Acido Retindico 48h 90,56+3,87 32,75+£2,93
72h 78,70+£2,70 30,57+1,08
24h 54,66+1,05 9,13+1,08
. 48h 50,56+1,41 9,38+0,85
Mipafox
72h 48,23+1,28 12,65%1,04
24 86,79+4,39 27,54+2,99
Mipafox+Nimodipino 48h 89,00+3,51 25,22+1,58
72h 80,56+2,12 28,98+2,52
24h 82,97+3,90 18,24+1,90
. o 48h 19,88+2,05
Mipafox+Amilorida 84,74+3,23
72h 81,10+2,28 28,58+1,60
24h 73,76+2,60 19,18+1,12
Mipafox+Liraglutida 48h 79,13+3,07 15,37£1,55
72h 77,46+1,86 22,04+2,31
2ah 71,61+3,28 16,22+2,29
Mipafox+MDL 48h 76,39 2,96 16,28+2,15
79h 76,04 2,04

20,94+2,23
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6.10. Analise de Proteinas de Citoesqueleto

A avaliagdo do comprometimento das proteinas de citoesqueleto causado
pelos OPs foi feita analisando a intensidade de fluorescéncia do neurofilamento-200

e analise da concentracdo das proteinas F-actina e BllI-tubulina por western blott.

6.10.1 Neurofilamento 200-kD (NF-200) por imunofluorescéncia

Para investigar a possibilidade de disruptura de proteinas relacionadas com
elementos do citoesqueleto, o neurofilamento 200-kD (NF-200) foi avaliado por
imunofluorescéncia indireta em células expostas aos OPs e possiveis
neuroprotetores por 72 horas, ja que os efeitos da progressdo da NRIOP sé&o efeitos
retardados que sdo visualizados 8-14 dias ap0s a exposicao.

Como mostrado na Figura 58A, as células tratadas apenas com &acido
retindico (AR) mostraram varios processos nheuriticos com forte coloragdo com
anticorpo anti-neurofilamento 200 (anti-NF200). As células tratadas com paraoxon
(Figura 58C) também mostraram processos neuriticos corados semelhantemente
pelo anti-NF200, no entanto, a coloracédo foi relativamente mais fraca do que as
células tratadas apenas com acido retinéico, como demonstrado na figura 58, onde
pode-se observar a intensidade de fluorescéncia (IF) de cada grupo. Mipafox e
triclorfom (Figura 58B e D, respectivamente) mostraram uma forte retracdo dos
processos neuriticos com uma fraca coloracao com o anti NF-200.

Quanto as células tratadas com o mipafox associado com 0s possiveis
neuroprotetores, pode-se observar que as células tratadas com mipafox associado
com nimodipino e mipafox associado com amilorida tiveram uma intensidade de
fluorescéncia maior do que as células tratadas somente com o mipafox, e apesar
dos grupos tratados com MDL e liraglutida terem apresentado IF menores que a dos
grupos tratados com amilorida e nimodipino, ainda foi significativamente maior que a
IF do grupo tratado somente com mipafox (Figura 60). Os grupos tratados com
mipafox e 0s possiveis neuroprotetores apresentaram VAarios processos neuriticos,
semelhantes aos das células tratadas somente com AR, com uma coloracéo

acentuada com anticorpo anti-NF200 (Figura 59).



Resultados | 95

Figura 57 — Analise imunocitoquimica do neurofilamento de 200 kD (NF200) em células SH-
SY-5Y diferenciados. As células foram expostas a mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10
M) e triclorfom (10 M) durante 72 horas e coradas utilizando método de imunofluorescéncia
indireta com o anticorpo anti-NF200. (A) As células tratadas apenas com acido retindico
(grupo controle) mostraram uma forte coloracdo de varios processos neuriticos. As células
tratadas com paraoxon (C) apresentaram menor nimero de processos e a coloragéo foi
relativamente mais fraca do que o grupo controle. Mipafox (B) e triclorfom (D) apresentaram
forte retracdo dos processos neuriticos e fraca coloragdo com o anti-NF200.
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Figura 58 — Andlise imunocitoquimica do neurofilamento de 200 kD (NF200) em células SH-
SY-5Y diferenciados. As células foram expostas a mipafox (2 x 10° M) mais as substancias
possivelmente protetoras durante 72 horas e coradas utilizando método de
imunofluorescéncia indireta com o anticorpo anti-NF200. (A) As células tratadas com
mipafox mais nimodipino, mostraram uma forte coloragéo de varios processos neuriticos. As
células tratadas com mipafox mais amilorida (B) também apresentaram uma forte coloragéo
e grande numero de processos. Os grupos tratados com mipafox + liraglutida (C) e mipafox
+ MDL (D), apresentaram coloragdo mais fraca do que amilorida e nimodipino, porem com
maior nimero de processos neuriticos e coloragdo mais acentuada que o grupo tratado
somente com mipafox (figura 39 B).
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Figura 59 — Analise da intensidade de fluorescéncia emitida pelas células expostas aos OPs
e possiveis neuroprotetores tratadas com o anticorpo anti-NF200. Foi calculada a
fluorescéncia total corrigida e os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média de trés experimentos independentes feitos em triplicata (n=9). *Significativamente
diferente do grupo &cido retindico (AR) (p<0,05); #Significativamente diferente do mipafox
(p<0,05).
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6.10.2 Andlise de F-actina por Western Blott

As células foram expostas por 72 horas aos OPs e possiveis neuroprotetores
e foi realizado o ensaio de western blott. O ensaio foi realizado com este periodo de
exposicdo, pois foi observado que a partir de 72 horas ocorreram alteragbes nas
concentracdes da F-actina.

Foi realizada a quantificacdo das bandas obtidas na analise da F-actina e foi
observado que no grupo tratado com o acido retinoico, utilizado para induzir a
diferenciacdo das células SH-SY5Y, a concentracdo de F-actina foi maior do que nos
grupos que foram expostos ao mipafox e triclorfom por 72 horas. O paraoxon nao
causou uma diminuicdo significativa da concentracdo da proteina quando comparado
ao grupo tratado somente com acido retindico. Isso pode ser observado na Figura 61.

Os grupos tratados com mipafox associado com nimodipino, mipafox
associado com liraglutida e mipafox associado com MDL tiveram a concentracéo da
F-actina aumentada quando comparado ao grupo tratado somente com mipafox. As
células tratadas com mipafox associado com amilorida nao tiveram uma
concentracdo da F-actina significativamente maior do que o grupo tratado somente

com mipafox, como pode ser observado na Figura 62.
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Figura 60 — Analise de F-actina por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfom (10 M). As bandas
foram digitalizadas e alteragbes na reagcdo com anticorpo foram densitometricamente
analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro padrdo da média de
valores de é&rea dos picos de trés experimentos independentes. * Significativamente
diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos grupos controle e
mipafox (p <0,05), n = 3.
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Figura 61 — Andlise de F-actina por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M) mais os possiveis neuroprotetores nimodipino, amilorida,
MDL e liraglutida. As bandas foram digitalizadas e alteragbes na reagdo com anticorpo
foram densitometricamente analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro
padrdo da média de valores de area dos picos de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos
grupos controle e mipafox (p <0,05), n = 3.

6.10.3 Analise de B-Ill Tubulina por Western Blott

As células foram expostas por 72 horas aos OPs e possiveis neuroprotetores
e a andlise foi realizada pelo ensaio de western blott. Foi realizada a quantificacao
das bandas obtidas na analise da B-IIl tubulina e foi observado que no grupo tratado
com o acido retinoico, utilizado para induzir a diferenciacdo das células SH-SY5Y, a
concentracdo da B-1ll tubulina foi maior do que nos grupos que foram expostos ao
mipafox e triclorfom por 72 horas. Pode-se observar na Figura 63 que o0 paraoxon
(n&o neuropatico), também diminuiu a concentragdo da -1l tubulina apos 72 horas
de exposicao.

Os grupos tratados com mipafox associado com nimodipino, mipafox
associado com liraglutida e mipafox associado com amilorida tiveram a
concentracdo da B-lll tubulina aumentada quando comparado ao grupo tratado
somente com mipafox. As células tratadas com mipafox associado com MDL né&o
tiveram uma concentracdo da B-lll tubulina significativamente maior do que o grupo

tratado somente com mipafox, como pode-se observar na Figura 64.
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Figura 62 — Analise de B-1ll tubulina por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfom (102 M). As bandas
foram digitalizadas e alteragbes na reacdo com anticorpo foram densitometricamente
analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro padrdo da média de
valores de é&rea dos picos de trés experimentos independentes. * Significativamente
diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos grupos controle e
mipafox (p <0,05),n =3

B Il Tubulina
10 Acido retinoico  Mipafox M + Nimodipino
4]
= 8+ E—II[Tubulm---.-#ﬂ---
s 5l
] .
E ol [ actina : i ———
]
3
= N .
o M+ Amilonida M + Liraglutida M+MDL
I I : —
_&3@ o &\6" \O‘\ @.p"' ‘39" B-IM Tubuling e s e g m———
& & ¢ ?:‘9\ &
¢ S N _
v-'?}bo & i‘ﬁ"r *@“q B actina T — o ——— ———

o
&f ¢
Grupos

Figura 63 — Analise de B-1ll tubulina por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M) mais os possiveis neuroprotetores nimodipino, amilorida,
MDL e liraglutida. As bandas foram digitalizadas e alteracbes na reagdo com anticorpo
foram densitometricamente analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro
padrdao da média de valores de area dos picos de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos
grupos controle e mipafox (p <0,05), n =3
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6.11 Analise de Proteinas Relacionadas ao Crescimento e Plasticidade

Neuronal

A analise das proteinas sinapsina |, sinaptofisina e GAP43 foi realizada
utilizando-se técnias de western blott com digitalizacdo das bandas em sistema de

deteccao de quimiluminescéncia.

6.11.1 Andlise de Sinapsina | por Western Blott

Para a andlise da sinapsina I, as células foram expostas aos OPs e possiveis
neuroprotetores por 72 horas, quando foi possivel observar alteragcbes em sua
concentragéo.

ApoOs a quantificacdo das bandas obtidas na analise da sinapsina I, foi
observado que no grupo tratado com o acido retinoico, a concentracao de sinapsina
| foi maior do que nos grupos que foram expostos ao mipafox, paraoxon e triclorfom
por 72 horas. Contudo, a diminuicdo causada pelo paraoxon foi menor do que a
causada pelo mipafox e triclorfom. Isso pode ser observado na Figura 65.

Os grupos tratados com mipafox associado com nimodipino, mipafox
associado com liraglutida, mipafox associado com MDL e mipafox associado com
amilorida tiveram a concentracdo da sinapsina | aumentada quando comparado ao

grupo tratado somente com mipafox, como pode ser observado na Figura 66.
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Figura 64 — Analise de Sinapsina | por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfom (102 M). As bandas
foram digitalizadas e alteragbes na reagdo com anticorpo foram densitometricamente
analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro padrdo da média de
valores de é&rea dos picos de trés experimentos independentes. * Significativamente
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diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos grupos controle e
mipafox (p <0,05), n = 3.
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Figura 65 — Andlise de Sinapsina | por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M) mais os possiveis neuroprotetores nimodipino, amilorida,
MDL e liraglutida. As bandas foram digitalizadas e alteragbes na reagcdo com anticorpo
foram densitometricamente analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro
padrdo da média de valores de area dos picos de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos
grupos controle e mipafox (p <0,05), n = 3.

6.11.2 Andlise de Sinaptofisina por Western Blott

Na andlise da sinaptofisina, as células também foram expostas aos OPs e
possiveis neuroprotetores por 72 horas, quando foi possivel observar alteracdes em
sua concentragao.

Apds a quantificacdo das bandas obtidas na analise da sinaptofisina, foi
observado que no grupo tratado com o acido retinoico, a concentracao de sinapsina
| foi maior do que nos grupos que foram expostos ao mipafox, paraoxon e triclorfom
por 72 horas. Contudo, a diminuicdo causada pelo paraoxon foi menor do que a
causada pelo mipafox e triclorfom. Este evento pode ser observado na Figura 67.

Os grupos tratados com mipafox associado com nimodipino, mipafox
associado com liraglutida, mipafox associado com MDL e mipafox associado com
amilorida tiveram a concentracdo da sinaptofisina aumentada quando comparados

ao grupo tratado somente com mipafox (Figura 68).
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Figura 66 — Analise de Sinaptofisina por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfom (102 M). As bandas
foram digitalizadas e alteragbes na reagdo com anticorpo foram densitometricamente
analisadas. Os dados apresentados representam a média = erro padrdo da média de
valores de area dos picos de trés experimentos independentes. * Significativamente
diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos grupos controle e
mipafox (p <0,05), n = 3.
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Figura 67 — Andlise de Sinaptofisina por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M) mais os possiveis neuroprotetores nimodipino, amilorida,
MDL e liraglutida. As bandas foram digitalizadas e alteracbes na reacdo com anticorpo
foram densitometricamente analisadas. Os dados apresentados representam a meédia + erro
padrdo da média de valores de area dos picos de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos
grupos controle e mipafox (p <0,05), n = 3.
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6.11.3 Andlise de GAP-43 por Western Blott

As células foram expostas por 72 horas aos OPs e possiveis neuroprotetores
e foi realizado o ensaio de western blott, pois foi observado que a partir de 72 horas
€ que ocorreram alteragdes na concentracdo do GAP-43.

Foi realizada a quantificagdo das bandas obtidas na analise do GAP-43 e foi
observado que no grupo tratado com o &cido retinoico, utilizado para induzir a
diferenciacéo das células SH-SY5Y, a concentracado do GAP-43 foi maior do que nos
grupos que foram expostos ao mipafox e triclorfom por 72 horas. Podemos observar
na figura 69 que o paraoxon (ndo neuropatico), também diminuiu a concentracédo do
GAP-43 apos 72 horas de exposicao.

Os grupos tratados com mipafox associado com nimodipino, mipafox
associado com MDL e mipafox associado com amilorida tiveram a concentragcéo do
GAP-43 aumentada quando comparado ao grupo tratado somente com mipafox. As
células tratadas com mipafox associado com liraglutida nédo tiveram uma
concentracdo do GAP-43 significativamente maior do que o grupo tratado somente

com mipafox (Figura 70).
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Figura 68 — Analise de GAP-43 por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M), paraoxon (3 x 10* M) e triclorfom (102 M). As bandas
foram digitalizadas e alteragbes na reagcdo com anticorpo foram densitometricamente
analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro padrdo da média de
valores de é&rea dos picos de trés experimentos independentes. * Significativamente
diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos grupos controle e
mipafox (p <0,05), n = 3.
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Figura 69 — Andlise de GAP-43 por Western blot em células SH-SY-5Y diferenciadas
expostas ao mipafox (2 x 10° M) mais os possiveis neuroprotetores nimodipino, amilorida,
MDL e liraglutida. As bandas foram digitalizadas e alteracbes na reagdo com anticorpo
foram densitometricamente analisadas. Os dados apresentados representam a média + erro
padrdo da média de valores de &rea dos picos de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente do grupo controle (p <0,05). # Significativamente diferente dos
grupos controle e mipafox (p <0,05), n = 3.

6.12 Avaliagédo de inflamacé&o (IL-6 e IL-1B)

O ensaio de inducédo de inflamacdo que avaliou o aumento da concentracao
de interleucinas- 6 e 1B (IL-6 e IL1B8) mostrou que o mipafox causou um aumento
significativo na concentragdo da IL-13, mas ndo de IL-6. Os OPs paraoxon e
triclorfom n&o causaram aumento da concentracdo destes dois marcadores
inflamatorios. Nimodipino, liraglutida e MDL, mas ndo amilorida, reduziram
significativamente o aumento da concentracdo de IL-13 causado pelo mipafox
(Figuras 71 e 72).
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Figura 70 — Avaliacdo da concentracao de interleucina-1f utilizando paraoxon, mipafox e
triclorfom em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano apds 24 horas de incubagdo com
os OPs e possiveis neuroprotetores. Os dados séo apresentados como média * erro padrao
da média de trés experimentos independentes feitos em triplicata. *Significativamente
diferente do controle (p <0,05). # Significativamente diferente do mipafox (p <0,05).
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Figura 71 — Avaliacdo da concentracdo de interleucina-6 utilizando paraoxon, mipafox e
triclorfom em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano apds 24 horas de incubagdo com
os OPs e possiveis neuroprotetores. Os dados sdo apresentados como média + erro padréo
da média de trés experimentos independentes feitos em triplicata. *Significativamente
diferente do controle (p <0,05). # Significativamente diferente do mipafox (p <0,05).
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6.13 Capatacédo Celular de Glicose

Foi avaliada a captacdo celular da glicose através de ensaio utilizando-se
glicose radiomarcada com tricio em células expostas aos OPs por 72 horas. Foi
determinado este periodo de incubacdo, pois somente a partir de 72 horas foram
detectadas alteragcbes na captacdo da glicose causada pelos OPs. Ao final das
leituras em detector de cintilagdo, foram obtidos os resultados em CPM (contagem
por minuto). Os resultados indicaram que os OPs mipafox paraoxon e triclorfom
diminuiram a captacdo da glicose pelas células quando comparados ao grupo
controle negativo (Figura 73). Esta diminuigdo foi muito menor do que a causada
pela citocalasina B, uma substancia capaz de bloguear transportadores de glicose,
inibindo sua captacao pela célula.

As células tratadas com mipafox associado com o0s possiveis protetores
mostraram que os grupos mipafox + amilorida, mipafox + nimodipino, mipafox +
liraglutida e mipafox + MDL tiveram aumento significativo da captacdo da glicose

guando comparados ao grupo tratado somente com mipafox (Figura 74).
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Figura 72 — Avaliacdo da captacdo celular de glicose utilizando paraoxon, mipafox e
triclorfom em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano ap6s 72 horas de incubagdo com
0s OPs. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de trés
experimentos independentes feitos em triplicata. *Significativamente diferente do controle (p
<0,05). # Significativamente diferente do mipafox (p <0,05).
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Figura 73 — Avaliacdo da captagdo celular de glicose utilizando mipafox e 0s possiveis
protetores amilorida, nimodipino, liraglutida e MDL em células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano apds 72 horas de incubagdo. Os dados sdo apresentados como média + erro
padrdio da média de trés experimentos independentes feitos em triplicata.
*Significativamente diferente do controle (p <0,05). # Significativamente diferente do mipafox
(p <0,05).
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7 DISCUSSAO

Os praguicidas OPs sdo responsaveis por varios casos de intoxicacdes fatais
ao redor do mundo todos os anos. Além dos sintomas de intoxicacdo aguda
causados principalmente pela inibicdo da enzima AChE, alguns compostos OPs sdo
capazes de gerar uma neuropatia tardia conhecida como NRIOP, que ocorre de 8-14
dias apds a exposicdo a um OP neuropatico. O mecanismo inicial associado ao
desenvolvimento da NRIOP é a fosforilagdo e subsequente “envelhecimento” da
enzima ESNp. Este evento leva a um déficit progressivo do transporte axonal no
sistema nervoso. JOHNSON (1969b), originalmente identificou a ESNp como alvo
dos OPs neuropaticos e, por isso, é necessaria a avaliagdo da atividade desta
enzima em trabalhos que avaliam a capacidade de um OP gerar ou ndo a NRIOP.
Um segundo mecanismo envolvido € uma desregulacdo da homeostase calcica, que
pode levar a ativacdo de proteases calcio-dependentes e de proteinas kinases
dependentes de calcio/calmodulina. Esta ativacdo contribui para uma fosforilagéo
anormal de proteinas do citoesqueleto e digestdo de proteinas nos terminais dos
axonios, caracterizando uma degeneracao axonal do tipo Walleriana.

Para que ocorra a indugdo da NRIOP, o OP deve ser capaz de gerar a
inibicdo e envelhecimento de pelo menos 70% da ESNp. Porém, esta inibicdo de
70% da ESNp deve ser compativel com a sobrevivéncia dos individuos expostos até
0 aparecimento dos sintomas (8-14 dias). Varios estudos demonstram que os OPs
neuropaticos tém uma menor taxa de inibicdo da AChE, e alguns estudos vém
propondo uma abordagem in vitro para avaliar a capacidade dos OPs em gerar a
NRIOP, que consiste na avaliacdo da capacidade de gerar a reacdo de
envelhecimento da ESNp e na comparacdo entre a taxa de inibicdo da ESNp e a
taxa de inibicho da AChE. Os autores sugeriram que se a razao
ICS50ESNp/IC50AChE fosse maior do que 5, entdo o OP nao seria capaz de induzir a
NRIOP, pois neste caso a IC50 para ESNp é maior que para a AChE, entéo,
ocorrerd uma forte inibicdo da AChE na concentracdo que ira causar pelo menos
70% de inibicio e envelhecimento da ESNp. No entanto, se a razao
ICS50ESNp/IC50AChE fosse menor do que 5, 0 composto teria potencial neuropatico
se apresentasse a propriedade de induzir a reacdo de envelhecimento da ESNp
(SOGORSB e VILANOVA, 2010).
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Véarios estudos demonstraram que (GLYNN, 2007; RICHARDSON et al.,
2013; HUSAIN, 2014) a ESNp € uma serina esterase integral de membrana, e
também esta ancorada na face citoplasmatica do reticulo endoplasmatico (RE), onde
catalisa a deacilacdo de fosfatidilcolina para glicerofosfocolina. A fosfatidilcolina
representa até 50% do conteludo fosfolipidico das membranas das células
eucarioticas, e, portanto, a ESNp desempenha um papel importante na homeostase
das membranas. A inibicdo da ESNp ira, a0 menos temporariamente, causar uma
desregulacdo na homeostase dos fosfolipideos do reticulo endoplasmatico (RE), que
pode causar seu mal funcionamento. Desde que esta organela € um ponto de
partida para todo o transporte secretdrio nas células eucaribticas, o transporte
axonal e a interacao entre axbénios e células da glia serdo perturbados.

No presente estudo foi avaliada a taxa de inibicdo e envelhecimento da ESNp,
assim como as IC50 da ESNp e AChE em células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano, utilizando os OPs mipafox e paraoxon como indutor e ndo indutor da
NRIOP, respectivamente. Foram constatadas diferentes taxas de inibicdo e
envelhecimento da ESNp. Para cada OP foi feita a curva de inibicdo da ESNp e foi
constatado que o mipafox apresentou menor IC50 (maior afinidade pela enzima)
quando comparado aos outros OP avaliados. Este resultado mostra que o mipafox
apresenta alta afinidade pelo sitio ativo da ESNp. Dentre os demais OP avaliados, o
triclorfom foi o que apresentou menor IC50. Na andalise da inducdo do
envelhecimento da ESNp, foi avaliado a taxa de enzima que estava inibida (poderia
ser reativada) e a taxa que estava envelhecida (inativada). Os resultados mostram
que o OP com a maior taxa de envelhecimento foi o mipafox, resultado este
esperado uma vez que este composto é conhecido como indutor da NRIOP. O
triclorfom, que apresentou IC50 menor do que a do paraoxon, também apresentou
taxas de envelhecimento compativeis com a inducdo da NRIOP, ou seja, taxa de
inibicdo e envelhecimento superiores a 70% da atividade da ESNp. Assim, as taxas
da IC50ESNp/IC50AChE mostraram que os OPs mipafox (OP neuropético) e
triclorfom foram baixas (seriam capazes de gerar a NRIOP), enquanto o paraoxon
(OP néo neuropatico) apresentou alta taxa da razdo IC5S0ESNp/IC50AChE.

Estes resultados preliminares para o mipafox e paraoxon corroboram a
proposta de varios estudos (JOHNSON, 1969b; 1977; 1982; EHRICH, JORTNER e
PADILLA, 1993; JOHNSON e GLYNN, 1995; EHRICH, CORRELL e VERONESI,
1997; EHRICH e CORRELL, 1998; GLYNN, 2006; EMERICK, DEOLIVEIRA, DOS
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SANTOS, et al., 2012; EMERICK, EHRICH, et al., 2012) de que para a inducao da
NRIOP é necesséario haver a inibicdo e envelhecimento de pelo menos 70% da
atividade da ESNp e uma baixa taxa da IC50ESNp/IC50AChE, e também da
subsidios para propor que o triclorfom apresentou potencial neuropatico in vitro e
que estudos in vivo devem ser conduzidos para efetivamente comprovar o potencial
deste OP em causar a NRIOP. Sendo assim, foram determinadas as concentracoes
dos OPs que causam no minimo 70% de inibicdo e envelhecimento da ESNp para
avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na geracdo da NRIOP.

Varios trabalhos associam a progressdo da NRIOP como uma degeneracéo
axonal do tipo Walleriana observada em tecidos de galinhas e em culturas de células
SH-SY5Y (SONG et al., 1994; CHOUDHARY et al., 2006; EMERICK, DEOLIVEIRA,
DOS SANTOS, et al., 2012). Neste tipo de degeneracdo, ocorre passagem
excessiva de calcio para o meio intracelular, levando a ativacéo de proteases célcio
dependentes que fazem a digestdo da porgcdo terminal dos axonios, inibindo a
transmissdo de impulsos para as células pdés-sinapticas e o transporte axonal.
Inicialmente ocorre um periodo de laténcia em que o neurbnio consegue manter sua
integridade. Portanto, a entrada excessiva de calcio ocorre apds este periodo de
laténcia e manutencdo do neurbnio, ou seja, € preciso que ocorra mais de 70% de
inibicdo e envelhecimento da ESNp para desencadear o processo degenerativo.
Assim, a concentracdo dos OP teria de proporcionar, ao menos, 70% de inibicdo da
ESNp para que houvesse ativacdo significativa das calpainas. Esta ativacdo das
calpainas foi evidente nas células tratadas com o mipafox, mas nédo foi significativa
no caso do paraoxon e do triclorfom.

Foi avaliada também a concentracdo de célcio intracelular nas células SH-
SY5Y expostas aos OPs avaliados no estudo. As concentragcdes de célcio no citosol
variam dinamicamente e € controlada por diversos mecanismos coordenados de
controle da homeostase. Em condicdbes de repouso, sua concentragcdo €
aproximadamente 100nM, valor quatro vezes menor que as concentracdes de calcio
extracelular. Isso se deve a atividade de sistemas ativos de bombeamento de célcio,
0s canais e transportadores especificos existentes na membrana plasmatica. Porém,
a desregulacdo dos processos de que o calcio participa, bem como alteracdes
associadas na atividade dos canais para calcio tém sido associadas a diversos tipos
de perturbacdes neurologicas, incluindo a epilepsia, a enxaqueca e dor cronica
(SIMMS e ZAMPONI, 2014). Foi constatado que a concentragdo de calcio
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intracelular aumentou significativamente nas células tratadas com o mipafox (OP
neuropatico) e triclorfom, mais um resultado indicativo de que o OP triclorfom
apresentou mecanismos de toxicidade semelhantes ao OP neuropatico. O paraoxon
(ndo neuropatico) ndo proporcionou aumento das concentracdes de calcio
intracelular nas condi¢cbes avaliadas. Os resultados do presente trabalho estdo de
acordo com varios estudos sobre a NRIOP que demonstram que a inibigdo da ESNp
causada pelos OPs neuropaticos estd associada com um aumento no calcio
intracelular, reducdo do calcio no soro e a ativacdo de proteases calcio
dependentes, também conhecidas como calpainas (PIAO, YAMAUCHI e MA, 2003;
MUZARDO, MACHADO e DE OLIVEIRA, 2008; EMERICK, PECCININI e DE
OLIVEIRA, 2010).

Para confirmar a proposta de que para haver inducdo da NRIOP é preciso
que a concentracdo de OP necesséaria para causar 70% de inibicdo e
envelhecimento da ESNp néo leve a uma morte celular acentuada, foram realizados
ensaios pelo método da reducdo do MTT (sal de coloracdo amarela e solivel em
agua) a formazan (sal de coloracdo purpurea e insoliuvel em agua) pelas
desidrogenases mitocondriais de células viaveis e o ensaio da liberagdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) pelas células com comprometimento na membrana
celular. Foi observado que os OPs mipafox e triclorfom néo prejudicaram a reducgao
do MTT pelas desidrogenases mitocondriais e nem causaram um aumento da
liberacdo da LDH para o meio extracelular. Diferentemente, o paraoxon causou
diminuicdo da reducéo do MTT e liberacdo de LDH para o meio extracelular, ou seja,
as concentracdes de paraoxon que causaram 70% da inibicdo da ESNp foram
capazes de induzir morte celular significativa. Estes resultados dao suporte a
hipotese de que compostos com a razdo IC50NTE/IC50AChE muito maior do que
cinco e/ou baixa taxa de envelhecimento ndo seriam capazes de gerar NRIOP. A
inibicdo e o envelhecimento da ESNp causadas pelo mipafox e pelo triclorfom
sempre ocorreram em concentragcdes que nao causaram citotoxicidade acentuada.
Varios estudos vém demonstrando que a inibicdo da esterase deve ser em
concentracbes menores que aquelas necessarias para causar citotoxicidade
(EHRICH, CORRELL e VERONESI, 1997; HARRIS et al., 2009).

Para uma investigagdo mais aprofundada das vias de inducédo de
citotoxicidade e morte celular, foi realizado o ensaio de ativagcdo da caspase-3 e

analise de morfologia nuclear por microscopia de fluorescéncia utilizando os
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fluorocromos Hoeschst 33342 (HO) e lodeto de Propideo (IP). A caspase-3 €
considerada a caspase executora mais importante. Ela ativa especificamente uma
endonuclease chamada CAD (DNAse ativada por caspase), que em células em
proliferacdo é complexada com um inibidor, o ICAD (Inibidor de DNAse ativada por
caspase). Em células apoptoticas, a caspase-3 ativada cliva o ICAD e libera CAD,
gue entdo degrada o DNA cromossomal e causa condensagdo da cromatina. A
caspase-3 estimula também a reorganizacdo do citoesqueleto e a desintegracao da
célula em corpos apoptoticos (SAKAHIRA, ENARI e NAGATA, 1998; ELMORE,
2007), sendo entdo importante na degradagdo celular e subsequente
remodelamento em particulas apoptéticas (CARLSON, JORTNER e EHRICH, 2000).
A apoptose é facilmente determinada pela visualizacdo de fragmentacdo do DNA e
condensacao de cromatina utilizando corantes fluorescentes especificos para corar
o DNA, como o Hoechst 33342. Este corante é permeéavel nas membranas celulares
e € absorvido pelas células em estagios iniciais de apoptose, enquanto a membrana
ainda esta integra e ndo permite a passagem do iodeto de propideo, que s6 ira
atravessar a membrana celular em estagios de apoptose tardia e necrose (DIVE et
al., 1992; MARTIN, GREEN e COTTER, 1994; MAJNO e JORIS, 1995; COBB et al.,
1996; DUKE, OJCIUS e YOUNG, 1996).

Foi observado que as células tratadas com mipafox e triclorfom apresentaram
um aumento da atividade da caspase-3, e as células que apresentaram alteracédo da
morfologia nuclear tiveram alteragcbes caracteristicas de estagios iniciais de
apoptose, com condensagcdo de cromatina e fragmentacdo nuclear, com poucas
células coradas pelo IP, indicativo de morte celular por apoptose. Estes resultados
sugerem que, embora o mipafox e triclorfom induzam a morte celular por apoptose,
isto ocorre apenas em certa medida, pois ndo foi detectavel pelo ensaio do MTT e
LDH (células apoptéticas podem ndo liberar quantidades significativas de LDH) e,
assim, estes resultados estdo de acordo com a hipdtese de que o triclorfom (assim
como o mipafox) pode ser um OP neuropético, isto €, que inibe 70% de ESNp em
concentragcdes que provocam baixa citotoxicidade.

Um estudo realizado por LIU et al. (2009), demonstrou que o triclorfom foi
capaz de causar morte celular por apoptose e inibicdo da AChE de forma dose-
dependente, indicando uma relagédo positiva entre a taxa de apoptose e a taxa de
inibicdo da AChE, sugerindo que a toxicidade colinérgica causada por esse OP esta

relacionada a inducéo de apoptose causada por ele. Apesar de observarmos que
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nao houve uma citotoxicidade significativamente diferente do grupo controle nos
grupos tratados com mipafox e triclorfom nas concentragfes utilizadas neste estudo
(concentracbes que causaram pelo menos 70% de inibicdo e envelhecimento na
ESNp), estes dois OPs causaram cerca de 60 e 64% de inibicdo da AChE,
respectivamente, podendo, assim, haver uma relacdo entre a toxicidade colinérgica
e inducao de apoptose.

Os resultados obtidos para o paraoxon trazem evidéncias de que ele causa
morte celular através de necrose, pois ndo causou ativacdo de caspase-3 € nos
ensaios com coloracao utilizando HO/IP, a maioria das células apresentaram-se em
estagios de apoptose tardia e necrose. Além disso, causou uma acentuada
diminuicdo da reducao do MTT e alta liberacdo de LHD para o meio extracelular, e a
LDH é uma enzima liberada para o meio extracelular quando as membranas
celulares estdo comprometidas. Assim, foi possivel encontrar evidencias de necrose,
pois a liberacdo de LDH e colora¢do do nucleo pelo IP indicam comprometimento da
membrana celular, e este comprometimento é observado em células em processo
necraotico.

Outros efeitos importantes causados pelos OPs e que podem levar a
expressdo e desenvolvimento da NRIOP sdo a perda de componentes do
citoesqueleto neuronal e uma diminui¢cdo do crescimento de neuritos, desde que a
neuritogénese é dependente de varios componentes do citoesqueleto (EHRICH e
CORRELL, 1998; CHEUNG et al., 2009; DWANE, DURACK e KIELY, 2013).

Um dos métodos mais bem caracterizados para a inducéo de diferenciacao
em células SH-SY5Y é baseado no uso de acido retindico (AR) (10uM) no meio de
cultura com baixa concentracédo ou livre de soro por no minimo de 3-5 dias (ADEM et
al., 1987; KOVALEVICH e LANGFORD, 2013). Assim, as células adquirem mais
propriedades neuronais, incluindo o crescimento de neuritos e alteragdes
morfolégicas. De acordo com (MELINO et al.,, 1997; CONSTANTINESCU et al.,
2007), na diferenciagdo utilizando AR, ha um aumento da sintese de enzimas
neuroespecificas (como a acetilcolinesterase), neurotransmissores (catecolaminas
como a dopamina, DA), alteracbes nos marcadores do citoesqueleto
(neurofilamentos) e modificagbes eletrofisiologicas como visto em neurdnios
normais. No presente trabalho as células foram incubadas por 5 dias com AR, onde

pararam a proliferacdo e diferenciaram-se, estendendo longos neuritos. Apds este
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periodo foram expostas aos OPs nas concentracdes de 70% de inibicdo e
envelhecimento da ESNp.

Na analise morfoldgica foi observado que o triclorfom causou uma diminui¢céo
significativa da porcentagem de células com neuritos e do comprimento dos neuritos
a partir de 24 horas de exposi¢cdo. O mipafox também reduziu significativamente a
porcentagem de células com neuritos e comprimentos dos neuritos a partir de 24
horas de exposicédo, reforcando a hipétese de que os OP neuropaticos sao capazes
de inibir o crescimento de neuritos em células de linhagens neuronais. O paraoxon
(ndo neuropatico) reduziu o comprimento dos neuritos a partir de 24 horas e so foi
capaz de reduzir a porcentagem de células com neuritos a partir de 48 horas de
exposicao, porém, esta diminuicdo foi menor do que a causada pelos OPs mipafox e
triclorfom.

Em concordancia com outros estudos (EHRICH, CORRELL e VERONESI,
1997; CHO e TIFFANY-CASTIGLIONI, 2004) paraoxon mostrou forte acao inibitoria
da enzima acetilcolinesterase (AChE). Estudos tém demonstrado que a AChE é
expressa no cérebro em desenvolvimento antes do maior periodo de sinaptogénese,
sugerindo que pode estar envolvida em outras fungdes ndo relacionadas com a
neurotransmissao. Um papel morfogénico proposto para a AChE € que esta enzima
poderia funcionar como uma molécula de adesdo envolvida na extensdo dos
neuritos e no crescimento axonal (YANG et al., 2008; FLASKOS, 2012). Funcbes
nao cataliticas potenciais da AChE foram implicadas pela descoberta de que certos
inibidores da AChE diminuem o crescimento de neuritos em linhagens de células de
galinhas (LANKFORD, DEMELLO e KLEIN, 1988; LAYER, 1991; STERNFELD et al.,
1998; BIGBEE et al., 2000; GIORDANO et al., 2007; PARAOANU e LAYER, 2008).
Assim, estes resultados para o paraoxon podem sugerir que esta reducdo no
crescimento de neuritos pode estar relacionada com a sua perturbacdo da atividade
morfogénica que a AChE exibe durante o neurodesenvolvimento.

Estas alteracfes morfologicas na extensdo dos neuritos podem ter sido
devido a inibicdo do crescimento dos neuritos, a inducdo de degeneracdo, ou
ambos, uma vez que houve uma reducéo significativa na porcentagem de células
que possuiam neuritos e também uma diminuicdo do comprimento dos neuritos
ainda existentes. Alguns estudos (WEI et al., 2003; CHO e TIFFANY-CASTIGLIONI,
2004) mostram que o mipafox reduz significativamente o comprimento de neuritos

em células SH-SY5Y diferenciadas. O crescimento de neuritos apds a exposi¢cao aos
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compostos OPs pode ser afetado por varios mecanismos diferentes. Varios autores
sugerem gue existe uma correlagcéo entre a diminuicdo do crescimento de neuritos e
a perturbacédo de proteinas que compdem o citoesqueleto ou inibicdo da atividade
enzima ESNp, desde que esta esterase vem demonstrando possuir uma importante
acdo para a manutencao dos neurdnios (SCHMUCK e AHR, 1997; LI e CASIDA,
1998; SACHANA et al., 2001). Uma relacao entre a inibicdo da ESNp e perturbacdes
do citoesqueleto em células SH-SY5Y diferenciadas ainda ndo esta bem
estabelecida, porém, varios estudos tém demonstrado que alguns inibidores da
ESNp sao capazes de levar a uma diminuigdo no crescimento de neuritos (ABOU-
DONIA, LAPADULA e SUWITA, 1988; HENSCHLER et al., 1992; ABOU-DONIA,
1993; LI e CASIDA, 1998; HARGREAVES et al., 2006).

Para avaliar os mecanismos pelos quais os OPs avaliados neste estudo
afetam o crescimento de neuritos e processos relacionados a plasticidade neuronal,
foi avaliada a concentracdo de algumas proteinas de citoesqueleto e proteinas
relacionadas a plasticidade e sinaptogénese neuronal. Nesta andlise, foram
avaliadas as proteinas NF-200, F-actina, B-lll tubulina, GAP-43, Sinapsina | e
Sinaptofisina nas células SH-SY5Y diferenciadas expostas por 72 horas aos OPs em
concentragdes capazes de induzir pelo menos 70% de inibicdo da ESNp. Alteracdes
na concentracdo destas proteinas foram significativamente relevantes a partir de 72
horas de exposicdo. Isso pode ser explicado pelo fato de o inicio da expressao e
progressao das caracteristicas da NRIOP se da apds certo periodo de exposicao
(neuropatia retardada), nédo se tratando de um processo agudo.

Apés a andlise morfométrica para avaliagdo do crescimento de neuritos foi
feito um lisado celular e avaliou-se a concentracéo destas proteinas. Na analise das
proteinas de citoesqueleto, o NF-200 foi avaliado por imunofluorescéncia indireta e
observou-se que os as células tratadas com os OPs mipafox e triclorfom mostraram
coloracao fraca com anti-NF200, com poucos processos corados quando comparado
ao controle (AR), que apresentou o NF-200 difundido ao longo do corpo celular e
também ao longo de neuritos. As células tratadas com o paraoxon apresentaram
intensidade de fluorescéncia reduzida quando comparado ao controle, porém,
também apresentaram NF-200 difundido pelo corpo celular e também ao longo dos
neuritos, ao contrario do triclorfom e mipafox.

O envolvimento da disruptura de elementos do citoesqueleto no

desenvolvimento da NRIOP, particularmente neurofilamentos, microtibulos e outros
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elementos, foi avaliado por BISCHOFF (1967) que demonstrou que o primeiro sinal
patologico foi uma agregacdo e acumulo de neurofilamentos e neurotubulos com
condensacao parcial desses elementos e uma proliferacdo incipiente do reticulo
endoplasmatico liso. O crescimento inicial de axdnios esta associado com a reuniao
de subunidades de neurofilamentos, que sdo os mais numerosos elementos do
citoesqueleto, e a expressdo de NF-200 é um marcador de lesdo axonal (CHO e
TIFFANY-CASTIGLIONI, 2004). Assim, esta alteracdo pode sugerir que ha uma
alteracdo nas vias de sinalizacdo envolvendo esta proteina apds exposicédo aos OPs
triclorfom e mipafox, que sé&o inibidores da ESNp.

Na avaliagdo da concentracao de F-actina (actina filamentosa) e -1l tubulina,
também elementos do citoesqueleto, foi observado que em 24 horas de exposicao ja
houve uma diminuicdo em suas concentracfes nas células expostas aos OPs
mipafox e triclorfom, porém, estas alteracées foram realmente significativas a partir
de 72 horas de exposicdo, onde mipafox e triclorfom causaram uma grande
diminuicdo das concentracdes destas proteinas quando comparada ao grupo
controle. Ap6s 24 horas de exposicdo, 0 paraoxon nao causou alteracfes das
concentracfes destas proteinas e apos 72 horas de exposicdo, as células tratadas
com paraoxon nao tiveram uma diminuicéao significativa da concentracdo de F-actina
quando comparado ao controle, ao contrario da B-lll tubulina, que teve sua
concentracdo diminuida quando comparada ao grupo controle.

Componentes do citoesqueleto, principalmente a f-actina, sdo responsaveis
pela manutencdo extensdo dos neuritos. Segundo CARLSON e EHRICH (2001),
alteracbes no comprimento e qualidade dos neuritos precede morte celular in vitro
induzida por OPs, e implicam proteinas como a f-actina neste processo. Os
microfilamentos de f-actina também modulam a neurosecrecao por interacdo com as
sinapsinas | e |Il, que quando fosforiladas por quinases ativadas por
calcio/calmodulina sao liberadas da ligacdo a f-actina e aumentam o numero de
vesiculas disponiveis para fusdo com a membrana e exocitose (CECCALDI et al.,
1995; NIELANDER et al.,, 1997). Assim, como existiu uma entrada excessiva de
calcio nas células tratadas com mipafox e triclorfom, uma fosforilacdo aberrante da
sinapsina pode ter ocorrido, ocorrendo alteracbes em sua ligacdo a f-actina, que
também foi alterada, levando a um mal funcionamento da neurosecrecdo, o que

pode desencadear em perdas celulares importantes.
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Além disso, muitos estudos vém mostrando que as alteracfes causadas na
actina do citoesqueleto por compostos OPs podem afetar a fragmentagcéo do DNA e
perda de substratos de adesédo, ou fragmentacdo nuclear e ativacdo de caspases,
sugerindo que alteracdes na f-actina pode contribuir para a iniciacdo in vitro de
citotoxicidade (CARLSON e EHRICH, 1999; CARLSON, JORTNER e EHRICH,
2000; CARLSON e EHRICH, 2001). Estes dados estdo de acordo com os achados
neste estudo, ja que os OPs que alteraram f-actina (mipafox e triclorfom) causaram
também um aumento de células apoptéticas e ativacdo de caspase-3, indicando
inicio de citotoxidade, ainda ndo detectada pelos métodos do MTT e LDH.

No caso da B-Ill tubulina, estudos in vitro vém demonstrando que exposicdo a
componentes OPs causam uma perturbacdo na sua polimerizacdo em microtubulos
(que sao dimeros de tubulina), interferindo no bom funcionamento neuronal, ja que
0s microtubulos proporcionam capacidade estrutural aos neurdnios, e as proteinas
associadas aos microtubulos ligam-se a tubulina e servem para uma vasta gama de
funcdes, incluindo estabilizacdo, desestabilizacdo, reticulacdo e facilitacdo de
interacBes entre os microtibulos e outras proteinas nas células. Alteracdes na
polimerizacdo da tubulina vem demonstrando causar disfungcédo neuronal, apoptose,
danos ao crescimento de neuritos e danos teciduais (TERRY et al., 2007; JIANG et
al., 2010). Assim, a diminuicdo no crescimento de neuritos causado pelos OPs
avaliados pode também ser devido as alteragcdes da -1l tubulina.

A concentracdo de duas proteinas associadas as membranas pré-sinapticas,
sinapsina | e sinaptofisina, foram avaliadas para verificar o efeito dos OPs na
sinaptogénese. Estas proteinas sdo localizadas na membrana pré-sinaptica e
regulam a fusdo das vesiculas e liberacdo de neurotransmissores (DAS,
FREUDENRICH e MUNDY, 2004). Mipafox e triclorfom causaram uma reducéo
significativa da concentracdo de sinapsina | e sinaptofisina em concentracdes que
causaram pelo menos 70% de inibicdo da ESNp. Em um estudo realizado por CHIN
et al. (1995), utilizando ratos deficientes em sinapsina |, foi demonstrado que o
crescimento de neuritos predendriticos foi severamente retardado nos neurdnios do
hipocampo dos ratos mutantes. Além disso, a formagé&o de sinapses foi retardada de
forma significativa nestes neurGnios mutantes, indicando que a sinapsina |
desempenha um papel na regulagdo da axonogenese e sinaptogénese. Assim,
triclorfom e mipafox podem estar causando uma perturbagdo destas proteinas

sinapticas e, consequentemente, causar alteracées na sinaptogénese. Além disso, a
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diminuicdo do crescimento de neuritos causada por estes OPs pode estar
relacionada com a diminuigdo da concentragao de sinapsina e sinaptofisina.

Na analise do GAP-43, foi constatado que esta proteina teve sua
concentracdo diminuida apés exposicdo ao mipafox e triclorfom em concentracdes
que causaram pelo menos 70% de inibicdo da ESNp. GAP43, uma proteina
associada com o crescimento de axodnios, € o principal componente dos cones de
crescimento e também de neuritos em crescimento, e é expresso em niveis elevados
durante o alongamento axonal (BENOWITZ e ROUTTENBERG, 1997; SACHANA et
al., 2003). Assim, é reconhecido que ele desempenha um papel importante na
manutengdo e crescimento dos axoOnios, e esta diminuicdo do crescimento de
neuritos causado por estes OPs pode ser devido a esta alteracdo da expressao
desta proteina.

No caso do paraoxon, ele também causou uma diminuicdo da concentracao
de GAP-43, sinapsina | e sinaptofisina, porém, esta diminuicdo foi menor do que a
causada pelo mipafox e triclorfom. Como foi observado na analise da enzima AChE,
0 paraoxon na concentracdo utilizada neste trabalho causa uma forte inibicdo desta
enzima, e estudos vem demonstrando que ela possui um papel morfogénico, que
poderia funcionar como uma molécula de adesdo envolvida na extensdo dos
neuritos e no crescimento axonal (YANG et al., 2008; FLASKOS, 2012), indicando
que o paraoxon pode estar causando alteragdes nas concentracbes destas
proteinas atuando por outras vias.

Ha evidéncias experimentais significativas de que a intoxicacdo aguda pelos
OPs provoca uma resposta inflamatoria robusta e evidéncias emergentes sugerem
gue a exposicdo crbnica a baixas doses de OPs também leva a liberacdo de
mediadores inflamatérios. As citocinas pro-inflamatérias podem tanto proteger como
causar danos ao sistema nervoso central, e tém sido implicadas em varias doencas
neurodegenerativas (BENVENISTE, 1998; BANKS e LEIN, 2012). As citocinas
possuem um conjunto diversificado de func¢des, incluindo a capacidade de ativar
macrofagos, promover o recrutamento de leucdcitos, estimular a célula B e a
diferenciacéo de células T e aumentam a permeabilidade vascular (BENVENISTE,
1998).

O mipafox foi capaz de induzir a expresséo da IL-1(, indicando seu potencial
para gerar respostas inflamatérias. Nenhum dos OPs testados foram capazes de

aumentar as concentracdes de IL-6. A expressdo de IL-6 é aumentada em varias
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doencas do SNC cronicas ou agudas, como por exemplo, lesdo cerebral, isquemia,
infeccdo, e esclerose multipla, bem como doencas de Alzheimer e Parkinson.
Porém, alguns estudos vém demonstrando que a IL-6 protege os neurdnios contra
excitotoxicidade in vitro, e previne o cérebro de ataques isquémicos ou de
excitotoxicidade in vivo (GRUOL e NELSON, 2005; WANG et al., 2009). Assim, a
compreensao da dicotomia patogénese / neuroprotecédo de IL-6 pode proporcionar
uma base para melhores estratégias terapéuticas e novos estudos precisam ser
realizados para a avaliagcdo do potencial dos compostos OPs em induzir processo
inflamatorio.

Outro efeito da exposicdo aos OPs que varios estudos recentes vém
demonstrando é a inducdo de resisténcia a insulina, indicando que exposicdes
subcrénicas aos OPs leva ao desenvolvimento de diabetes. Estes estudos mostram
que os pesticidas prejudicam a captacdo de glicose pelas células estimulada pela
insulina, levando a hiperglicemia. Figado, musculo e cérebro sdo 6rgaos envolvidos
na glicogénese, glicogenodlise, gliconeogénese e glicolise e, por outro lado, o
pancreas mantém o controle hormonal da homeostase da glicose pela secre¢éo de
glucagon e insulina. Os OPs podem influenciar as vias envolvidas na homeostase da
glicose nesses 6rgdos. A maioria dos estudos colcluem que OPs induzem vias
metabdlicas no cérebro, musculos esqueléticos e figado a favor do aumento da
producao de glicose. Além disso, a resisténcia a insulina, a perturbacao na secrecao
de insulina e ilhotas de Langerhans pancreéticas danificadas sdo consequéncias da
exposicdo a OPs (ARSENAULT, GIBSON e MADER, 1975; DEOTARE e
CHAKRABARTI, 1981; HUSAIN e ANSARI, 1988; ABDOLLAHI et al.,, 2004;
POURNOURMOHAMMADI et al., 2005; ROMERO-NAVARRO et al., 2006).

Assim, nossos resultados estdo de acordo com estes estudos, pois 0S grupos
tratados com mipafox, paraoxon e triclorom diminuiram a captacdo da glicose
gquando comparados ao grupo controle negativo. Esta captacdo foi maior quando
comparada a captacdo do grupo controle positivo, que foi tratado com um inibidor
dos transportadores de glicose, a citocalasina B. Podemos observar que tanto o OP
neuropatico (mipafox), quanto o OP n&o neuropatico (paraoxon) prejudicaram
significativamente a captacao da glicose, assim como o triclorfom. Assim, podemos
predizer que a captacdo da glicose ndo € uma caracteristica somente dos OPs
neuropaticos, a ver que varios estudos que correlacionam perturbagfes nas vias

metabolicas causadas por praguicidas, como perturbacdes na captacéo da glicose,
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nao se reportam apenas a OPs neuropaticos, ja que essas substancias sao capazer
de agir em diversos 6rgdos além do sistema nervoso, sendo que figado, musculos e
pancreas também estdo envolvidos nas vias metabodlicas da glicose. Um estudo
realizado por LASRAM et al. (2009) mostrou que a hiperglicemia induzida pelo OP
malationa foi associada a inibicdo da AChE no péancreas, e houve uma tendéncia de
reversibilidade que coincidiu com a reativagao espontanea de AChE inibida.

Com a finalidade de avaliar possiveis estratégias de neuroprotecdo, alguns
compostos que podem interferir em algum ponto dos mecanismos de
neurotoxicidade dos OPs neuropéticos foram avaliados. Como o mipafox ja € bem
estabelecido indutor da NRIOP, os possiveis neuroprotetores foram adicionados as
células juntamente com este OP (nas concentracdes que causam pelo menos 70%
de inibicdo e envelhecimento da ESNp), a fim de se comparar as células expostas
somente ao mipafox com as células expostas ao mipafox associado com o0s
possiveis neuroprotetores. Foram utilizados dois bloqueadores de canais de calcio -
amilorida (bloqueador do tipo T) e nimodipino (bloqueador tipo L) -, o inibidor de
calpainas MDL 28170 e um agonista do GLP-1 (liraglutida) foram utilizados como
estratégias de neuroprotecao.

A fim de se escolher a concentracdo dos possiveis neuroprotetores a serem
utilizadas, foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a sua acao protetora contra a
citotoxicidade induzida pelo MPP*, uma neurotoxina dopaminérgica associada ao
Parkinsonismo in vivo, uma vez que a concentracdo mipafox utilizado utilizada neste
trabalho foi uma concentragdo que ndo causou uma diminuicdo da viabilidade
celular, como mostrado pelo ensaio de viabilidade celular da reducédo do MTT e
liberacdo da LDH. O MPP* foi utilizado como modelo de neurotoxina porque também
€ capaz de alterar a homeostase do célcio e ativar proteases calcio dependentes,
mecanismos semelhantes aos OPs neuropaticos (CHEN, KOUTSILIERI e RAUSCH,
1995; OBATA, 2003). Adicionalmente, alguns trabalhos sugerem que bloqueadores
de canais de célcio, incluindo nimodipino e amilorida, podem atuar como
neuroprotetores contra a neurotoxicidade induzida por MPP* in vivo e in vitro
(KUPSCH et al., 1995; ARIAS et al.,, 2008; ZHANG RUN-PING, 2014). Assim, foi
escolhido o MPP* ao invés do mipafox porque uma concentracdo citotoxica de
mipafox desencadearia um mecanismo diferente de neurotoxicidade.

Quanto aos bloqueadores de canais de calcio, a amilorida mostrou que nas

concentracbes de 1 ng/ml até 50 pg/mL, houve um aumento significativo na
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viabilidade celular quando comparado com o grupo tratado apenas com MPP*, mas
na concentragéo de 100 pg/mL ocorreu uma diminuigdo na viabilidade celular. As
concentracbes de nimodipino de 1ng/ml até 1ug/ml causaram um aumento da
viabilidade celular, no entanto, a partir de 50ug/mL houve um efeito prejudicial na
viabilidade. Estes resultados indicam que os bloqueadores de canais de calcio
podem proteger as células contra a citotoxicidade causada pelo MPP*, mas esta
protecdo € dose dependente, indicando que um bloqueio forte dos canais de calcio
pode prejudicar a manutencdo dos processos celulares que dependem da
sinalizacdo do calcio, uma vez que a homeostase célcica é vital para a sobrevivéncia
dos neurbnios e muito importante para varios processos, incluindo a liberacao de
neurotransmissores, coagulacdo sanguinea, manutencdo das membranas celulares
e secrecao (KUPSCH et al., 1995; BERRIDGE, LIPP e BOOTMAN, 2000; MURGIA
et al.,, 2009; KOPECKY, LIANG e BAO, 2014; SIMMS e ZAMPONI, 2014; ZHANG
RUN-PING, 2014).

Os bloqueadores dos canais de calcio vém sendo avaliados quanto ao seu
papel neuroprotetor através da reducao do influxo excessivo de calcio, da melhoria
do fluxo sanguineo cerebral e/ou outras cascatas de sinalizagdo. O tratamento com
mipafox associado com amilorida foi capaz de diminuir o influxo excessivo de célcio
para o interior das células. Amilorida é um diurético poupador de potassio, que
blogueia seletivamente os canais de calcio ativados por baixa voltagem (tipo T), e
tem sido utilizado como uma ferramenta farmacoldgica para identificar os canais de
calcio do tipo T (TYTGAT, VEREECKE e CARMELIET, 1990). De acordo com
LOPEZ-CHARCAS, RIVERA e GOMORA (2012) foi o primeiro bloqueador organico
gue bloqueia seletivamente os canais de calcio do tipo T nativos. Canais de calcio
do tipo T estdo presentes predominantemente nos neurénios e sao conhecidos por
desempenhar papéis no desenvolvimento, manutencao e reparacao deste tecido,
mas também tém sido implicadas no desenvolvimento de doencas quando nao
devidamente regulados (KOPECKY, LIANG e BAO, 2014). No tratamento com
mipafox associado com nimodipino, um bloqueador de canais de célcio ativado por
alta voltagem (tipo L), houve também diminuicdo da sobrecarga de calcio, e devido
a capacidade deste composto em atravessar a barreira hemato-encefalica de forma
mais eficaz, ele poderia ser a droga de escolha como um possivel tratamento para a
NRIOP. Bloqueadores de célcio tipo L tem demonstrado capacidade de melhorar os

sinais e sintomas da NRIOP. Alguns autores demonstraram o efeito protetor do
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verapamil em galinhas tratadas com fenilsaligenin fosfato (PSP) ou tri-orto-fosfato
(TOCP). CHOUDHARY e GILL (2001) demonstraram que ratos tratados com
diclorvés tiveram uma diminuicdo nos niveis de célcio intracelular quando foi
administrado nimodipino. Quanto a ativacdo das calpainas, proteases calcio
dependentes, os tratamentos com mipafox associado com nimodipino e mipafox
associado com amilorida diminuiram a atividade desta enzima quando comparado
ao grupo tratado somente com mipafox, indicando que causando uma diminuicdo da
entrada de calcio nas células ha também uma diminuicdo da atividade das
calpainas.

Sabe-se que a perturbacdo da homeostase do calcio pode levar a morte
celular. Um desequilibrio de calcio nas células pode desencadear cascatas de
sinalizacdo que conduzem a ativacdo de caspase-3, considerada como sendo uma
das mais importantes das caspases executoras (SAKAHIRA, ENARI e NAGATA,
1998; ELMORE, 2007). Mipafox causou um aumento significativo da atividade da
caspase-3, enquanto os tratamentos com mipafox associado com amilorida e
mipafox associado com nimodipino foram capazes de diminuir a atividade da
caspase-3. Na avaliacdo da morfologia nuclear para avaliacdo de necrose e
apoptose utilizando o fluorocromo DNA-especifico Hoechst 33342 (HO) e lodeto de
propideo (IP), o mipafox levou ao aparecimento de células com caracteristicas de
apoptose, mas com poucas ceélulas coradas pelo IP. Amilorida e nimodipino
causaram uma diminuicdo das células coradas com HO que apresentavam
alteracdes nucleares caracteristicas de apoptose e também diminuiram o niamero de
células coradas com IP. Isso indica que a inducdo de morte celular causada pelo
mipafox, ainda que baixa por ndo ter sido detectada pelos métodos de avaliacdo de
viabilidade celular, foi diminuida pelos dois bloqueadores de canais de calcio
testados.

Os resultados do efeito protetor dos bloqueadores dos canais de célcio sobre
o crescimento de neuritos mostraram que as células tratadas com mipafox associado
com amilorida e mipafox associado com nimodipino tiveram uma maior porcentagem
de células com neuritos e do comprimento dos neuritos a partir de 24 horas de
tratamento quando comparado ao grupo tratado somente com mipafox. Na analise
das proteinas GAP-43, sinapsina | e sinaptofisina observou-se que houve um
aumento da concentracdo destas proteinas nos grupos tratados com mipafox

associado com amilorida e mipafox associado com nimodipino quando comparado
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com o grupo tratado somente com mipafox. Em relagdo as proteinas de
citoesqueleto, as células tratadas com mipafox associado com amilorida e mipafox
associado com nimodipino causaram aumento da intensidade de fluorescéncia na
analise do NF-200 e aumentou a concentracdo de f-actina quando comparado ao
grupo tratado somente com mipafox. No caso da B-lll tubulina, somente o grupo
tratado com mipafox associado com nimodipino teve um aumento significativo
guando comparado ao mipafox, indicando que o blogueador do tipo T nao foi capaz
de impedir os efeitos prejudiciais do mipafox sobre a -1l tubulina.

Somente o blogueador de canais de célcio (tipo L) nimodipino foi capaz de
reduzir a concentracdo de IL1-B induzida pelo mipafox. As células tratadas com
mipafox associado com nimodipino tiveram uma diminuicdo da concentracdo desta
citocina inflamatoria quando comparado ao grupo tratado somente com mipafox. As
células tratadas com mipafox associado com amilorida ndo tiveram uma reducédo da
concentracdo de IL-18 quando comparado as células tratadas somente com
mipafox. Estudos demonstram que os OPs tém a capacidade de gerar
neuroinflamacdo, e a concentracdo de IL-18 é um indicativo de processo
inflamatoério. Dos varios alvos moleculares e mecanismos alternativos propostos
para mediar a neurotoxicidade dos OPs (CASIDA e QUISTAD, 2005; PANCETTI et
al., 2007; SOLTANINEJAD e ABDOLLAHI, 2009; LOCKRIDGE e SCHOPFER, 2010;
BANKS e LEIN, 2012), a inflamacdo é de interesse por causa de evidéncias que
sugerem que agentes anti-inflamatérios sdo neuroprotetores apds intoxicacdes
agudas intoxicacdo com OP (AMITAI et al., 2006) e por causa da disponibilidade de
biomarcadores periféricos quantitativos de inflamacédo validados experimentalmente
que se correlacionam bem com déficits neurocomportamentais observados em
consequéncia de doencas neurodegenerativas. O mipafox ndo foi capaz de alterar a
concentragcdo de IL-6, assim como o0s tratamentos com mipafox associado com
amilorida e mipafox associado com nimodipino. A concentracdo de IL-6 é aumentada
em varias doencas do SNC crbnicas ou agudas, como por exemplo, lesdo cerebral,
isquemia, infeccdo, e esclerose mudltipla, bem como doencas de Alzheimer e
Parkinson. Porém, alguns estudos vém demonstrando que a IL-6 protege os
neurdnios contra excitotoxicidade in vitro, e previne o cérebro de ataques isquémicos
ou de excitotoxicidade in vivo (GRUOL e NELSON, 2005; WANG et al., 2009).
Assim, a compreensdo da dicotomia patogénese / neuroprotecdo de IL-6 pode

proporcionar uma base para melhores estratégias terapéuticas e novos estudos
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precisam ser realizados para a avaliagdo do potencial dos compostos OPs em
induzir processo inflamatorio.

Quanto a captacdo celular de glicose, os dois bloqueadores de canais de
calcio foram capazes de causar um aumento desta captacdo. As células tratadas
com mipafox associado com amilorida e mipafox associado com nimodipino tiveram
uma captacdo maior quando comparadas as células tratadas somente com mipafox.
A homeostase do calcio é muito importante para diversos processos celulares, e
varios estudos sugerem que em modelos animais e em pacientes diabéticos, a
concentragdo intracelular anormal de célcio é um defeito comum tanto no diabetes
insulino-dependente (tipo 1) quanto no insulino-independente (tipo 2). A glicose
provoca um aumento rapido de calcio intracelular, principalmente estimulando seu
influxo. Sob condicdes fisiolégicas, a glicose também pode promover a mobilizacao
do célcio das reservas intracelulares em virtude da estimulacdo da hidrélise de
fosfolipidos na membrana e da formacao trifosfato de inositol (IP3), um potente
estimulo para a mobilizacao de célcio do reticulo endoplasmatico (DRAZNIN, 1988).
Em estudo realizado por LU et al. (2014), foi demonstrado que canais de célcio do
tipo T podem ser novos alvos terapéuticos para hiperglicemia, e que bloqueadores
destes canais podem reduzir a glicose basal, reduzindo a producdo de glicose no
figado e diminuindo a liberacdo basal de insulina ou sintese por células B
pancreaticas. Um aumento na captacdo de glicose pelos tecidos periféricos
sensiveis a insulina e uma melhorar na razdo glicose/insulina foi observada em
pacientes com diabetes do tipo 2 com hipertensdo ou obesidade e em pacientes
com hipertensdo e diminuicdo na tolerancia a glicose tratados com nifedipino em
baixas doses a longo prazo (BRIEDE et al., 2004).

Na escolha da concentracdo a ser utilizada do inibidor de calpainas MDL
28170, também foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a sua funcéo protetora
contra a citotoxicidade induzida pelo MPP*. Foi observado que em concentracdes de
1 a 100uM houve aumento da viabilidade celular. Concentragbes acima de 500uM
causaram diminuicdo da viabilidade celular, indicando que uma forte inibicdo da
atividade desta enzima foi prejudicial para a sobrevivéncia das células. No ensaio
para verificar o calcio intracelular, foi observado que as concentracdes intracelulares
de célcio ainda foram maiores que no controle negativo, porém, em relagdo as
células tratadas somente com o mipafox, houve uma diminuicdo significativa. Ele foi

capaz de reduzir o aumento da atividade da caspase-3 e a porcentagem de células
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apoptéticas induzidas pelo mipafox. Nos ensaios de crescimento de neuritos,
também foi capaz de proteger contra a inibicdo do crescimento de neuritos causada
pelo mipafox.

Na analise das proteinas GAP-43, sinapsina |, sinaptofisina, f-actina e NF-200
em células tratadas com mipafox associado com MDL, observou-se que houve um
aumento da concentracdo destas proteinas quando comparado ao grupo exposto
somente ao mipafox, indicando que as calpainas podem estar implicadas nas
alteracOes na sinaptogénese, manutencao dos axoénios, neuritogénese, manutencao
do citoesqueleto e neurosecrecdo. A concentracdo de [-lll tubulina ndo foi
significativamente aumentada quando comparado ao grupo tratado somente com
mipafox. Em relacdo a inducdo de neuroinflamacéo, este inibidor de calpainas foi
capaz de reduzir a concentracdo da citocina pro-inflamatoria IL-13 causada pelo
mipafox.

Quanto a captacao celular de glicose, este composto foi capaz de aumentar
esta captacdo em células tratadas com mipafox associado com MDL quando
comparadas as células tratadas somente com mipafox. Resultados experimentais
indicam que a calpaina-10 e outras calpainas estao envolvidas nas vias metabdlicas
associadas a diabetes do tipo 2, e que inibidores de calpainas sédo capazes de afetar
fortemente o metabolismo da glicose, acdo da insulina e resisténcia a insulina
(PANDURANGAN et al., 2014).

A ativacao de calpainas estd envolvida em inimeras desordens neurolégicas
cronicas e agudas, incluindo isquemia cerebral, doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer e neuropatias periféricas. Apesar do seu reconhecimento nestes
transtornos, 0 mecanismo exato que desencadeia a ativacdo destas enzimas e 0s
seus objetivos especificos ainda ndo sdo completamente esclarecidos. Pode ser que
a ativacdo das calpainas seja um efeito que vai desencadear as lesdes celulares,
incluindo a interrupcéo do transporte axonal que leva a degradacao do citoesqueleto,
a fragmentacdo do DNA, a apoptose e, finalmente, morte celular. Assim, os
inibidores de calpainas podem ser uma boa abordagem para a neuroprotecdo em
muitos disturbios neurologicos (CANER et al., 1993; LI et al., 1996; LI, HOGAN e
BANIK, 1996; HUANG e WANG, 2001; ATALAY et al., 2007; AMINI et al., 2013;
BAUDRY, CHOU e BI, 2013; DAS et al., 2013).

Outra substancia utilizada como possivel neuroprotetora foi a liraglutida, um

agonista do GLP-1 (“Glucagon-like peptide 1”), capaz de atravessar a barreira
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hemato-encefalica e cujo efeito neuroprotetor tem sido demonstrado em estudos
recentes. SHARMA, JALEWA e HOLSCHER (2014) encontraram efeitos protetores
na formacédo da memoria, plasticidade sinaptica, sobrevivéncia sinaptica, reducéo da
sintese amiloide e reducdo da carga de placa no cérebro de modelo animal de
doenca de Alzheimer. A liraglutida pode se ligar ao GLP-1R, que € acoplado a
segundos mensageiros que fazem parte de uma cascata de sinalizacao relacionada
fatores de crescimento e diminuicdo de apoptose, assim como pode melhorar a
liberacdo de outros fatores de crescimento no cérebro, como BDNF e NGF
(SHARMA, JALEWA e HOLSCHER, 2014).

No ensaio realizado para a escolha da concentracéo a ser utilizada, todas as
concentracdes testadas levaram a um aumento da viabilidade celular, indicando
potencial neuroprotetor desta substancia. Este possivel neuroprotetor foi capaz de
reduzir significativamente a porcentagem de células apoptoticas quando comparado
ao grupo tratado somente com mipafox, foi capaz de diminuir a concentracdo da
citocina pro-inflamatoria IL-1 € nos ensaios de crescimento de neuritos, causou um
aumento da porcentagem de células com neuritos e o comprimento dos neuritos
guando comparado ao grupo tratado somente com mipafox.

Na andlise das proteinas NF-200, f-actina, B-Ill tubulina, sinapsina | e
sinaptofisina, observou-se que a liraglutida foi capaz de aumentar a concentracao de
todas estas proteinas, quando comparado ao grupo tratado somente com mipafox.
No caso do GAP-43, no grupo tratado com mipafox associado com liraglutida nao
houve aumento significativo em sua concentragdo quando comparado ao grupo
tratado somente com mipafox. Apesar deste resultado com o GAP-43, os resultados
para o restante das proteinas vém mostrando que esta substancia tem um potencial
efeito neuroprotetor. Uma variedade de estudos pré-clinicos indicam que a liraglutida
possui uma gama de efeitos neuroprotetores, como por exemplo a protecdo da
formacdo da memoria em modelo de doenca de Alzheimer (AD) em ratos, a protecéo
da plasticidade sinaptica no hipocampo, prevencéo da perda de sinapses e redugéo
dos niveis de placas amildéides e os niveis de amildides oligoméricas soluveis,
(MCCLEAN et al.,, 2011; HUNTER e HOLSCHER, 2012; HAN et al.,, 2013) a
normalizacdo da neurogénese e proliferacdo de células progenitoras no hipocampo
(HAMILTON et al., 2011; PARTHSARATHY e HOLSCHER, 2013)) e uma reducao
da resposta inflamatoria cronica no cérebro (MCCLEAN et al, 2011,
PARTHSARATHY e HOLSCHER, 2013).
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Os resultados do ensaio da captacdo celular da glicose demostraram que as
células tratadas com mipafox associado com liraglutida tiveram uma captacdo maior
do que a das células tratadas somente com o mipafox. Varios agonistas do GLP-1
podem atravessar a barreira hemato encefdlica e vém demonstrando efeitos
neuroprotetores em modelos animais de doenga de Parkinson e Alzheimer. A
administrac@o de liraglutida em véarios modelos animais e em humanos estimula a
liberacdo de insulina dependente de glicose e diminui a secrecdo de glucagon
(MANNUCCI, 2010). O GLP-1 e o seu receptor tém sido localizados no sistema
nervoso central de humanos, e a administrac@o periférica de GLP-1 em humanos
normais reduz significativamente o metabolismo da glicose no hipotalamo e no
tronco cerebral (ALVAREZ et al., 2005). Embora dados em humanos sejam
limitados, a avaliacdo quantitativa da expressdo do receptor do GLP1 (GLP1R) no
hipotdlamo humano revelou uma reducdo significativa da expressdo destes
receptores em secc¢Oes hipotalamicas de 8 pacientes com diabetes do tipo 2, em
comparacao com controles ndo diabéticos (TEN KULVE et al., 2016).
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8 CONCLUSOES

O modelo in vitro utilizando células da linhagem SH-SY5Y de neuroblastoma
humano mostrou-se apropriado para triagem dos OPs como neuropaticos ou nao-
neuropaticos, pois, como esperado, o mipafox (indutor de NRIOP) apresentou razéo
IC50ESNp/IC50AChE menor que 5 e maior taxa de envelhecimento entre todos os
OP avaliados, enquanto que o paraoxon (n&o-indutor da NRIOP) apresentou razao
IC50ESNp/IC50AChE maior que 5 e reduzida taxa de envelhecimento da ESNp.

Este estudo demonstrou que a utilizacdo de células SH-SY5Y diferenciadas é
adequada para a avaliacdo dos mecanismos de neurotoxicidade de OPs e pode ser
usado como um modelo para estudar os efeitos destes compostos sobre a
neuritogénese e sinaptogénese. Triclorfom causou efeitos neurotdéxicos semelhantes
aos do mipafox (OP neuropatico) quanto a percentagem de células com neuritos, o
comprimento dos neuritos, concentracdo de GAP43, NF200, sinapsina |,
sinaptofisina, B-lIll tubulina, NF-200, f-actina, citotoxicidade, ativacdo de caspase-3 e
inducdo de apoptose em concentracfes que induziram pelo menos 70% de inibicdo
da ESNp e devera ser considerado para estudos em modelos animais. Estes
resultados sugerem que o desenvolvimento da NRIOP pode estar relacionado a
efeitos deletérios sobre a neuritogénese, sinaptogénese, manutencdo axonal,
manutencdo do citoesqueleto e neurosecrecao. O paraoxon (OP n&o neuropatico)
ndo provocou efeitos significativos sobre a concentracdo de NF200 e f-actina, mas
levou a uma diminuicdo, menor do que a diminuicdo causada por mipafox e
triclorfom, do comprimento dos neuritos, da porcentagem de células com neuritos,
da concentracdo de GAP43, sinapsina |, B-1ll tubulina e sinaptofisina. Além do mais,
ele causou alta citotoxicidade em concentracdes que causaram pelo menos 70% de
inibicdo da ESNp, indicando que OPs nao neuropaticos também sao capazes de
interferir na sinaptogénese neuritogénese por outras vias.

As quatro substancias com potencial neuroprotetor tiveram efeito positivo,
pois protegeram contra: ativagdo das calpainas (nimodipino e amilorida), aumento
de caélcio intracelular (MDL, amilorida e nimodipino), apoptose e inibicdo do
crescimento de neuritos (as quatro substancias) e indugédo de processo inflamatério
(nimodipino e MDL) provocados pelo mipafox.

Estes resultados sugerem que somente a inibicdo da AChE néo € suficiente
para explicar os diversos efeitos toxicos causados pelos OPs, e que estes
compostos podem agir em varios alvos causando efeitos deletérios.
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