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RESUMO

No presente trabalho foram avaliados os efeitos do.chumbo inorganico [Pb (lI)] em
macrofagos (M¢s) peritoneais de camundongo Mus musculus, através de ensaios in vitro
de cultivo primario. Estes M¢s foram expostos a duas concentragdes do xenobionte (20 e
40uM) por periodos de 4, 24 e 72h, apés manutencdo em cultura de 24 horas. Para
avaliarmos os efeitos do Pb (ll) nos M¢s, foram utilizadas varias técnicas, como a
exclusdo do azul de Tripan para determinagdo da viabilidade celular, o ensaio de
fagocitose, o teste cometa, o ensaio de adesao, etc. Outro aspecto avaliado foi a
morfologia celular, tanto ao nivel estrutural como ultraestrutural, através de microscopia
optica (MO), eletronica de transmissdo (MET) e eletrénica de varredura (MEV). Foram
também utilizadas técnicas de fluorescéncia para visualizagdo de microfilamentos de
actina, FAK, integrina as e Bax. Utilizando critérios morfolégicos pdde ser observado que
os M¢s tratados apresentaram alteragdes estruturais e de comportamento, quando
comparados com os M¢s do grupo controle. Essas altera¢des - sob M¢s tratados incluem
citoplasma claro e vacuolizado, presenca de varias projegoes citoplasmaticas e de
granulos citoplasmaticos densos, nucleo com muita eucromatina e nucléolos evidentes.
Através de MET ficaram evidentes a presenca de muitos vacuolos, alto grau de
condensacgdo da cromatina e a presenga de muitos blebs. Com relagdo as analises de
MEV, foi possivel observar que o Pb (ll) altera a distribuicdo e o nimero de filopédios e
que estes apresentam aborescentes com inimeras projecdes ramificadas e colapsadas e
lamelopédios, assim como a ocorréncia de blebs. Os resultados mostraram que, nos
grupos tratados, microfilamentos e a FAK se distribuem de forma irregular. M¢s tratados
apresentam-se mais espraiados e com clusters de integrina as, sugerindo uma dinadmica
de adesao e/ou migragao celular. Utilizando ensaio de adesao celular foi verificado que o
espraiamento celular e a distribuicdo da integrina ndo se devem a um estimulo adesivo,
ao menos sobre cobertura de fibronectina, visto que os M¢s do grupo controle
apresentaram resultados similares aos dos grupos expostos ao xenobionte. A expressao
para proteina Bax confirma os resultados de MET, onde figuras apoptéticas foram
identificadas nos M¢s expostos ao Pb (ll). Finalmente, foi observado através do teste
Cometa que o Pb (Il) pode causar danos no DNA. Os resultados sugerem que o Pb (ll),
mesmo em baixas concentragdes e curtos periodos de exposi¢ao, pode causar uma série
de alteragées morfologicas e estruturais. Ele pode estar interferindo em mecanismos
funcionais dos M¢s, gerando alteragées nas interagdes entre certos ligantes e receptores
de membrana e pode também estar interferindo com os mecanismos energéticos dessas
células, através de ligagao covalente a biomoléculas. O Pb (ll) também pode causar
disturbios na homeostase do calcio, levando a morte celular programada ou apoptose.
Entdo, as alteragbes observadas nos M¢s expostos ao xenobionte supracitado, podem
interferir ndo apenas na manutencgao estrutural e funcional das células, como também
comprometer o sistema imunolégico dos mamiferos.
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ABSTRACT

We have evaluated in this work the inorganic lead [Pb (lIl)] effects on mice Mus musculus
peritoneal macrophages (M¢s), through in vitro primary culture approach. These M¢s
were exposed to two xenobiotic concentrations (20 e 40uM) during 4, 24 and 72h,
following a 24h culture period. In order to evaluate the Pb (ll) effects on these cells, many
procedures were used, such as the Tripan blue exclusion viability technique, phagocytosis
and adhesion essays, Comet test and so on. Another aspect assessed was related to M¢s
morphology, at the structure and ultrastructure levels, through optic microscopy (OM) as
well as transmission (TEM) and scanning electronic microscopy (SEM). Fluorescence and
immunofluorescence techniques were also used with the intention of visualizing the actin
microfilaments, FAK, integrin as and Bax. The results of these evaluations were based on
morphological criteria, which enabled the observation that the exposed M¢s presented
structural alterations in shape and behaviour, if compared with the control group. A clear
and vacuolated cytoplasm, many projections and dense cytoplasmatic granules, the
presence of euchromatin rich big nucleus and evident nucleolus are examples of the M¢s
-alterations after the exposition to Pb (II) on OM. Regarding the alterations at the
ultrastructural level under TEM, the presence of many vacuoles, a high chromatin
condensation and the occurrence of many blebs on cell's surface. Considering the SEM
analyses, it's possible to observe that Pb (Il) alters the distribution and the number of
filopodium and lamellipodium as well as blebs. The cytoskeleton’s marking showed an
irregular distribution of the actin and FAK protein. Sharply spreading M¢s presented
clusters of integrin as receptors into common cell’s projections, suggesting at a first look,
adhesion dynamics and/or cellular migration. The M¢s spreading did not represent an
adhesive stimulus, at least on fibronectin coat, since the M¢s from the control group
presented similar results in comparison to the treated groups. The Bax protein gene
expression confirms the TEM results, where apoptotic structures were identified on M¢s
exposed to Pb (II). Finally, it was observed through Comet test that this xenobiotic might
cause DNA damage. All these results suggest that Pb (ll), even at low concentrations and
short-term exposition, causes a large number of morphologic alterations. Pb (ll) might be
interfering in M¢s functional mechanisms, originating alterations in the interactions
between certain molecules and their membrane receptors and interfering with the energy
mechanisms of these cells through covalent linkage to biomolecules, and also it might be
disturbing the calcium homeostasis, leading this way, to the programmed cellular death,
also called apoptosis. Then, the alterations presented by M¢s exposed to the aforesaid
xenobiotic do may not interfere only with structural and functional maintenance, but may
also compromise the whole immune system of these mammails.
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1. INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a atividade humana crescente vem ameagando o
conjunto de ecossistemas terrestres que formam a biosfera do planeta. Toda essa
destruicdo nao esta relacionada a apenas um problema ecolégico gravissimo,
mas também a um problema econémico e social, uma vez que a destruigao
desses ecossistemas e dos seres vivos que deles fazem parte, representam
também o desaparecimento da biodiversidade. Os organismos aquaticos, em
geral, sdo os primeiros a sofrerem os efeitos da polui¢éo, pois os ecossistemas
onde vivem constituem o receptaculo final dos varios produtos langados nos
ambientes pela atividade humana. Os efeitos dos contaminantes nos organismos
vivos sdo adversos e com frequiéncia produzem nestes, danos em diferentes
niveis de organizagéo biolégica (bioquimicos, morfoldgicos e fisiolégicos), sendo
estes muitas vezes irreversiveis.

Entre os contaminantes mais intensamente estudados em ambientes
dulciculas, estuarinos e marinhos estao os metais pesados, um grupo de
elementos com massa atdmica variando de 63 a 200 daltons (VIARENGO, 1989).
Devido a sua toxicidade para os sistemas bioldgicos e sua persisténcia no
ambiente, os metais pesados sao considerados potencialmente perigosos
(KENNISH, 1999). Tais elementos podem ser subdivididos em duas categorias
essenciais: como o cobalto, cobre, ferro e zinco, os quais sao necessarios ao
metabolismo em baixas concentragdes, mas podem ser téxicos em altas
concentracdes e 0s ndo essenciais: como, por exemplo, o arsénio, cadmio,
chumbo, mercurio, cromo, selénio e estanho, que ndo sdo necessarios para as
funcdes metabdlicas e, portanto sdo téxicos mesmo em baixas concentragées. A
ordem decrescente de toxicidade para os metais pesados segundo ABEL (1989)
é: 0 mercurio, o cadmio, o chumbo, o cobre, o zinco, o niquel, o aluminio e o
cobalto. Em niveis téxicos, os metais pesados podem atuar como inibidores de
enzimas nos organismos vivos, porém, a toxicidade de um dado metal pode variar
significativamente de uma espécie para outra (ABEL, 1989). O acumulo de metais
pesados em organismos vivos depende de muitos fatores, tais como a
biodisponibilidade do metal, a forma, a freqiéncia e o tempo de exposi¢ao, a
forma quimica do metal, a dieta, e a habilidade do organismo para regular sua



concentragdo imobilizando, estocando ou excretando o metal (PASTOR et al.,
1994).

Os metais pesados entram nos ambientes aquaticos e, por conseguinte, na
cadeia alimentar podendo desta forma atingir a populagao humana por diferentes
vias: a) fluxo fluvial, b) deposicdo atmosférica, c) intemperismo, d) vuicoes, e)
atividade antropogénica, isto é, através da industria, metalurgia e mineragdo. Uma
grande parte dos metais pesados nas aguas dos rios vem do intemperismo das
rochas e lixiviagao do solo e, disso, depende em parte da ocorréncia de metais e
depdsitos de minérios na area de drenagem. Através de fontes antropogénicas ha
um aumento do volume de metais pesados quando o curso dos rios passa por
centros urbano-industrializados. A atmosfera, no entanto, é a que representa a
principal via de exposi¢éo para certos metais, principalmente o chumbo, o qual é
adicionado a gasolina, e liberado na atmosfera pelos automéveis na forma volatil
de PbBr (brometo de chumbo) ou PbCI (cloreto de chumbo) apds a combustao da
mesma (HELMERS, 1990). Constituem outros exemplos, o mercurio liberado pela
atividade vulcéanica e o aluminio procedente da poeira e gases da desagregagao
do xisto (KENNISH, 1999).

Tragos de metais pesados ocorrem em diferentes formas quimicas durante
o seu trajeto nos corpos d’agua: (1) em solugdo como ions inorganicos ou em
complexos inorganicos e organicos ou (2) adsorvidos em particulas organicas
solidas (DUINKER, 1980), tais caracteristicas favorecem ou nao sua
biodisponibilidade. Embora os metais pesados existam dissolvidos, em fase
coloidal e em fase particulada na agua, a concentragédo de formas dissolvidas é
baixa, pois como atomos reativos, se adsorvem a matéria particulada em
suspensio, ao atingirem os corpos d’agua (NIENCHESKI, 1994). Finalmente, a
maior parte dos metais pesados é removida para os sedimentos, os quais
funcionam como um depdsito para esses elementos (SINEX, 1988).

Os organismos vivos também influenciam o ciclo dos metais pesados. O
fitoplancton, por exemplo, utiliza metais pesados para ativar os sistemas
enzimaticos, como a glicdlise, ciclo dos &acidos tricarboxilicos, fotossintese e
metabolismo celular (BRULAND, 1983). O Zooplancton e a fauna bentdnica filtram



o sedimento, facilitando a remocdo dos metais pesados deste compartimento
(BRYAN, 1976).

O acumulo de metais pesados na biota ocorre por diferentes vias, incluindo
a ingestao de alimentos, de material particulado em suspensao ou do sedimento
(HEATH, 1987 e HAWKER, 1990). Numerosos fatores influenciam a absorgéo de
metais-traco pelos organismos aquaticos e por outros organismos de niveis
tréficos superiores, mais notavelmente por fatores fisico-quimicos extrinsecos, os
quais controlam a biodisponibilidade do metal (RAINBOW, 1993). Segundo o
mesmo autor, quanto aos efeitos téxicos de metais pesados nos organismos
vivos, a literatura é extensa, permitindo dizer que a principio, todos os metais
pesados sdo potencialmente toxicos.

A capacidade de alguns organismos em estocar, remover, metabolizar os
metais varia consideravelmente (CAPUZZO et al., 1985). As metalotineinas
(proteinas de baixa massa molecular e ricas em radicais sulfidril), por exemplo,
ocorrem tanto em procariontes como eucariontes e sdo conhecidas por estarem
envolvidas na regulagdo celular, sequestro e detoxicagdo de metais (ENGEL e
BROWER, 1993; ROESIJADI, 1994; SCHLENK, et al., 1993). Apesar do seu
potencial em regular a concentragao intracelular dos metais (ROESIJADI, 1992),
as metalotineinas ndo se ligam a todos os tipos de metais. Quando esta
capacidade é excedida, os efeitos toxicos da contaminagcdo podem se manifestar.
GEORGE e OLSSON (1994) tém demonstrado que a indug¢do da sintese de
metalotineinas em peixes por cadmio, zinco e mercurio fornece um valioso
processo de monitoramento para avaliar a viabilidade bioldgica
(biodisponibilidade) e o impacto desses metais nos ambientes aquaticos.

Os lisossomos da mesma maneira sequestram metais tragos e constituem
também um mecanismo regulador da homeostase no animal (CAPUZZO et al.,
1985; VIARENGO et al., 1987). Lisossomos ricos em metais foram observados e
descritos em anelideos, crustaceos, moluscos e algas (VIARENGO, 1989 e
PAVICIC et al., 1993).

A determinagdo do acumulo de metais pesados, em certos organismos,
tem sido eficaz na indicagdo de contaminagdo da agua e dos sedimentos.
Espécies empregadas para monitorar niveis de contaminantes sdo conhecidas



genericamente como bioindicadores ou organismos sentinelas (PHILLIPS e
RAINBOW, 1993, 1989; PHILLIPS, 1994). Ha& varios paradigmas para uma
espécie atuar como um bioindicador eficiente de contaminacao de metais-trago
em ambientes aquaticos. Os bioindicadores devem ser resistentes aos
contaminantes e acumuladores dos mesmos, refletindo, portanto, a
biodisponibilidade do contaminante no ambiente natural. No entanto, os
mecanismos relacionados aos efeitos dos metais pesados nas células animais,
nao se encontram completamente elucidados tanto a nivel estrutural como
bioquimico. Segundo SLATER (1978), os efeitos dos metais pesados mais
importantes para as células sdao: a perda ou aumento de metabdlitos ou
coenzimas; inibigdo ou estimulagdo de enzimas ou outras proteinas e alterages
na estrutura da membrana plasmatica.

Entretanto, é conhecido que quando os metais pesados atravessam a
membrana celular, estes reagem com componentes citosélicos e geralmente
formam complexos metalorganicos por diferentes vias ou modificam alguns
metabdlitos intermediarios (VIARENGO, 1985). A atividade das enzimas que
catalisam essencialmente reagdes irreversiveis na célula parece ser a mais
seriamente afetada. Em especial, o chumbo é conhecido como inibidor da
fosforilagdo oxidativa, mesmo em baixas concentragées; de fato, as mitocondrias
sao conhecidas por serem organelas alvo deste poluente (BULL, 1980).

1.1. CARACTERISTICAS DO CHUMBO
1.1.1. Histdria da Intoxicagao

Ja no Império Romano era comum a intoxicagdo por chumbo devido os
encanamentos de agua serem deste metal e o uso do mesmo na confecgéo de
vasos e recipientes onde se guardavam vinhos e alimentos. Sendo assim, a
primeira intoxicagéo foi registrada em 370 a.C. A contaminagéao por este metal foi
comum também entre os trabalhadores no século XIX e inicio do século XX
(como pintores e encanadores). Em 1883, foi promulgada na Inglaterra a primeira
legislagao com relagdo a protegao de trabalhadores expostos ao chumbo, isto



depois de acidente ocasionando a morte de varios empregados que
manipulavam este metal em meados de 1882.

Atualmente, apesar das leis serem mais severas prevenindo a intoxicagao
aguda pelo chumbo em paises desenvolvidos, estes mesmos paises se utilizam
dos paises em desenvolvimento, onde as leis sdo menos severas, para
desenvolverem suas atividades industriais poluidoras. A exposi¢do crbnica, no
entanto, tem sido questionada principalmente depois de verificada a intoxicagao
pelo chumbo, especialmente em criangas, onde os efeitos sdo mais graves. Em
1943, um estudo nos EUA, com criangas expostas ao chumbo, comprovou
alteragdes neuropsicolégicas na exposicao cronica em doses leves e apés
exposicao aguda a doses altas. A partir de entdo, muitas pesquisas foram
realizadas nos ultimos 30 anos, onde se buscou. avaliar as concentragcdes
limitrofes de chumbo no sangue e os seus efeitos. Mais recentemente foi
descoberto que criangas no vale do Ribeira (PR) se encontram contaminadas e
intoxicadas pelo chumbo inorgéanico, onde a fonte de contaminagao é a poeira
proveniente de montanhas de rejeitos abandonados pela exploragao do metal no
passado (PAOLIELLO et al., 2002).

1.1.2. Papel da cadeia alimentar nos processos de contaminagao pelo chumbo

Residuos sélidos, liquidos e gasosos provenientes de processos
industriais passaram a ser grandes problemas ambientais, interferindo no
equilibrio dos ecossistemas naturais e causando enormes prejuizos a saude de
organismos vivos de uma maneira geral. As populagdes vizinhas as fabricas ou
centros industriais encontram-se constantemente expostas aos poluentes
langados nas imediagdes e hoje sofrem como consequiéncia graves problemas
de saude. Na Russia foi diagnosticado em populagbes humanas préximas as
areas impactadas “sintomas de doencga ecoldgica”, sendo um dos primeiros
registros de contaminagédo ambiental considerado como “casos epidemiolégicos”
(JENSEN et al, 1997). Mais recentemente nos Estados Unidos, os residuos de
grandes complexos petroquimicos foram relacionados com o aumento de
incidéncia de cancer no cérebro, ossos e bexiga de criangas e adolescentes



(BAARS, 2002). Dentre as muitas substancias téxicas presentes nos residuos
industriais, o chumbo é um dos metais que mais afeta a satide humana uma vez
que este metal encontra-se presente em grande quantidade na atmosfera de
grandes centros urbanos (SEZGINN et al., 2003).

O chumbo é um elemento nao essencial ao metabolismo dos seres vivos e,
nos ultimos sessenta anos (MERIAN, 1991), grande quantidade de chumbo tem
sido extraida, concentrada, utilizada pelo homem e re-emitida para o ambiente.
Com isso, a concentragdo atmosférica de chumbo tem sido superior as
satisfatorias, o que caracteriza um ambiente poluido, com riscos para a saude
humana e outros organismos vivos. Na espécie humana, os fetos, recém-
nascidos e criangas séo os mais afetados, isto porque o chumbo é altamente
neurotéxico aos processos relacionados com o desenvolvimento humano. Efeitos
neuroldgicos sao freqlientemente observados e a presenga de chumbo no sangue
é geralmente vista como indicagdo de exposicdo. Normalmente adultos nao
devem ultrapassar concentra¢des entre 35 e 40 mg Pb(ll) em 100 mL de sangue
e mulheres gravidas ndo devem apresentar concentragées acima de 20 mg/100
mL (EWERS e SCHLIPKOTER, 1991). FELLENBERG (1980) afirma que 70 mg
/100 mL de sangue seria o limite superior toleravel pelo corpo humano sem
comprometer sua saude.

A presenga de chumbo em alimentos pode resultar de varias fontes, como:
absorcao por plantas presentes em solos com concentragées elevadas desse
elemento ou tratadas com pesticidas a base de arsenato de chumbo ou mesmo
irrigadas com agua contaminada. Estudos em paises como a- Alemanha
(WEIGERT et al.,, 1984) e a Inglaterra (MAFF, 1975 e 1983), mostraram que a
concentragao de chumbo no trigo e na batata variou entre 0,04 e 0,09 ppm e na
carne entre 0,01 e 0,06 ppm. Embora exista uma grande variabilidade na
concentragao de chumbo em alimentos, o0 que depende de varios fatores, como a
localizagdo geografica onde o alimento foi produzido, é possivel fazer algumas
generalizagdes:

v em vegetais, a concentracdo de chumbo é mais elevada nas raizes, mais
baixa no tronco, folhas, flores e sementes. Uma exceg¢ao é encontrada em



vegetais folhosos que retém poeira nao facilmente removida com a
lavagem;

v" em frutos, a concentragdo mais elevada do chumbo foi encontrada nas
cascas;

v' alimentos de origem animal como carne de musculo, leite fresco e ovos
tém uma concentragdo relativamente baixa de chumbo. Entretanto,
visceras, especialmente rim e o figado apresentam concentragées
substancialmente elevadas do metal;

v'  bebidas alcodlicas como vinhos podem conter concentragdes substanciais
de Pb, com médias oscilando entre 50 e 100 mg/L (ECKARD e BERTRAM,
1987). Whisky destilado ilegalmente também pode apresentar elevadas
concentragdes de chumbo em fungdo do seu uso em soldas nos
destiladores.

Segundo HAPKE (1991), a concentragao de chumbo no tecido animal é
resultante principalmente da ingestao de alimentos contaminados e cerca de 10%
do excesso encontrado sdo provocados pela inalagdo de poeira rica no metal.
Uma vez dentro do organismo, o chumbo se acumula nos tecidos de modo
diferenciado. Nao mais do que 0,1 mg/Kg é encontrado em musculo esquelético
de animais de criagdo, mesmo se eles tiverem sido expostos a niveis
consideravelmente elevados. Entretanto, em areas poluidas, o figado de
organismos expostos pode apresentar concentragbes de até 10 mg/Kg e
concentragbes similares também sao encontradas nos rins. O leite e 0 sangue
apresentam concentragées bem mais baixas, variando entre 0,002 e 0,006 mg/L
(DEUTSCHE FORSCHUNFSGEMEINSCHAFT, 1975). Segundo o mesmo autor,
para evitar a concentragdo do metal através da agua consumida, esta nao deve
conter mais do que 0,1 mg Pb/L. O chumbo preferencialmente se apresenta na
forma de compostos organicos dentro do organismo e o maior acumulo ocorre
nos ossos (HAPKE, 1987).

A ingestao humana de chumbo através de alimentos deve ficar em torno de
0,3 a 1,0 mg/semana, com casos esporadicos essa ingestao pode chegar até 2,5
mg. Dentro desta perspectiva, a ingestao semanal de verduras ricas em folhas,



contendo até 7,5 mg de Pb/Kg, devera ser entre 40 e 133 gramas. Uma ingestao
semanal entre 3 e 4 mg é aceita como toxicologicamente inofensiva.
Aproximadamente metade da ingestao humana de chumbo ocorre através de
alimentos, dos quais mais da metade é de origem vegetal. No caso deste metal, a
cadeia alimentar (solo — planta — animal — homem) caracteriza mais propriamente
uma diluicdo do que um acumulo. O fator de diluicdo normalmente é de
aproximadamente 1000 vezes, mas em areas industriais poluidas sendo de
apenas 100 vezes (TSUCHIYA, 1986).

1.1.3. Agdo fisiolédgica do chumbo

Segundo FELLENBERG (1980), o trato digestivo nao é a principal forma de
absor¢ao do chumbo, uma vez que este sé é absorvido parcialmente através do
estomago e intestinos. A principal forma de absorgéo é através da inalagao do
tetraetichumbo presente na atmosfera. Quando inalado, o chumbo atinge os
pulmdes, onde é absorvido de forma mais rapida e completa que no trato
digestivo.

O chumbo atinge a circulagdo sanguinea, associa-se aos glébulos
vermelhos (eritrécitos) e distribui-se por todo o organismo, podendo desencadear
uma série de perturbagdes sistémicas. Até 90% do metal se deposita nos ossos e
o restante se espalha pela musculatura, nervos e 6rgaos. Os compostos
organometdlicos de chumbo tém um comportamento bem diferente do chumbo
inorganico. Devido a seu carater lipofilico, este se acumula no cérebro e no
sistema nervoso periférico em proporgdes bem maiores, provocando danos ao
sistema nervoso central, como estado de agitacéo, epilepsia e até paralisia. Os
niveis no sangue a partir de 10 — 100 pg/dl em criangas, 10 — 100 ug/dl adultos
foram associados a uma série de efeitos adversos. Esses efeitos incluem
disturbios no sistema nervoso, anemia e sintese de hemoglobina diminuida,
doengas cardiovasculares, além de disturbios no metabolismo ésseo, na fungao
renal e na reprodugdo. O efeito de uma exposicao relativamente baixa no
desenvolvimento cognitivo e comportamental em criancas é extremamente



preocupante (PIRKLE et al., 1998, USPHS, 1997; BERNARD et al., 1995;
GOYER, 1993; NRIAGU, 1988).

Em 1975, o Centro de Controle de Doengas (CDC) em Atlanta (EUA)
recomendou que o maior nivel permissivel de chumbo no sangue fosse de 30
pg/dl (para o homem). Esses niveis foram reduzidos em 1985 para 25 ug/dl, e
novamente em 1991, definindo um nivel de chumbo no sangue de 10 pg/dl como
um nivel para agéo ou intervengdo (USPHS, 1997). Ainda mais importante é a
recomendagao atual de que talvez nao haja niveis aceitaveis de chumbo no
sangue que nao produzam efeitos téxicos, especialmente no sistema nervoso
central em desenvolvimento (USPHS, 1997; GOYER, 1993).

1.1.4. Cinética do chumbo na célula

Tanto os fatores bidticos como os abiéticos podem influenciar na absorgao,
distribuicdo e, por conseguinte, no efeito téxico do chumbo em condigbes
naturais. Independente do organismo exposto, a absorgao dar-se-& através das
membranas biolégicas. Embora a forma quimica do elemento ou substancia no
meio extracelular seja importante na absor¢do, ao atingir o citoplasma o mesmo
encontrara um ambiente fisico-quimico completamente diferente aquele do
exterior ceIUIar, 0 que podera alterar o comportamento da molécula. Assim, os
efeitos toxicos celulares do chumbo sao diferentes, dependendo da afinidade do
tecido ou célula ao contaminante, que pode imobiliza-lo ou ndo (COSTA, 2001).

Os efeitos toxicos do chumbo em animais variam de acordo com a espécie
considerada, o tempo e o modo de exposi¢ao, a tolerancia fisiolégica, os teores
de metal e com fatores ambientais locais. Sabe-se, no entanto, que a tolerancia
fisioldgica é controlada por expressao génica (PAIN, 1995).

Efeitos do chumbo inorganico no sistema nervoso periférico também ja
foram relatados, mas com maior freqiiéncia em adultos. Atualmente os estudos
nessa area envolvem os efeitos relacionados com anormalidades
eletrofisiolégicas que possam ocorrer na auséncia de sinais clinicos (EWERS e
SCHLIPKOTER, 1991).
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1.1.5. Toxicologia in vitro

A toxicidade é uma série de respostas que envolvem reagdes complexas e
continuas devido aos efeitos adversos de agentes téxicos sobre os organismos
vivos. A ecotoxicologia estad mais associada aos efeitos dos poluentes sobre os
ecossistemas naturais, baseando-se para isso em efeitos nos organismos que
vivem nestes ecossistemas, e suas implicagdes para o equilibrio destes
ambientes.

A pesquisa toxicoldgica utiliza varias abordagens e metodologias para
identificar riscos e compreender os processos basicos, que influenciam a
expressao de respostas em sistemas biolégicos a presenga de agentes toxicos.
Uma abordagem importante tem sido identificar e desenvolver modelos in vitro,
que retenham as caracteristicas basicas das condicées mais complexas in vivo, e
que possam ser manipulados para fins de pesquisa. Modelos de pesquisa in vitro
tém caracteristicas proprias, que fornecem vantagens significativas em muitas
areas da pesquisa toxicologica. Primeiramente, sistemas in vitro permitem
controlar melhor as condigbes experimentais, o que ndo é possivel in vivo.
Condigdes fisicas e quimicas do ambiente celular, tais como temperatura, pH,
pO2q), € concentragdo de ions fisiolégicos, podem ser rigorosamente e mais
amplamente controladas, incluindo condigdes néo fisiolégicas, para elucidar
mecanismos fundamentais. Fatores biolégicos, que influenciam as respostas
celulares, como horménios e mediadores, podem ser estudados individualmente
ou em combinagdes, o que nao seria possivel in vivo. Além disso, a concentragao
de produtos téxicos pode ser prontamente determinada e controlada para uma
definicao mais precisa das relagdes dose-resposta. Portanto, os sistemas in vitro
eliminam os efeitos de interagéao sistémica, que podem confundir a interpretagao
dos fendbmenos. Por exemplo, altera¢des nas condigdes fisiolédgicas in vivo como
fluxo de sangue no tecido de interesse pode complicar a analise das respostas
biolégicas. Estas interacoes podem ser eliminadas in vitro sem comprometer o
estudo e com isso a interpretagao dos dados é simplificada e além do mais, os
sistemas in vitro freqientemente exibem menos variaveis entre os experimentos,

relacionados a habilidade de controlar as condigdes ambientais. Entretanto,
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manter a variabilidade experimental reduzida é extremamente importante na
investigacao cientifica, e pode ser atribuida ao uso de controles internos no caso
dos estudos in vitro (cada experimento atua como seu proprio controle), além de
incorporar controles negativos ao design experimental calibrando o sistema para
cada experimento. A habilidade em se obter amostras repetidas durante o curso
de um experimento adiciona uma dimensao importante nos estudos in vitro.

Estudos, que levam em consideragdo o curso do tempo, podem prover
informagbes valiosas com relagdo a sequéncia de eventos celulares durante a
resposta toxicolégica ao agente téxico. Outras vantagens do modelo in vitro sao
de natureza mais pratica. Por exemplo, sistemas in vitro requerem
significativamente menores quantidades de reagentes para conduzir uma relagao
completa dose-resposta. Isto € uma consideragdo particularmente importante
quando os compostos utilizados sdo muito caros ou quando sao altamente
perigosos como no caso do uso de material radioativo. Sistemas in vitro séo, em
geral, mais baratos e fornecem respostas mais rapidas do que sistemas de
modelos in vivo. Finalmente, desde que menores quantidades de reagentes-teste
sejam usadas nesses estudos, geram-se menos residuos téxicos para se
descartar ao final dos mesmos. Por todas essas razées, sistemas de modelos in
vitro apresentam um papel importante na pesquisa toxicolégica. (BAKSI e
FROZIER, 1990).

1.2. MACROFAGOS

Os macréfagos foram primeiramente descritos por METCHNIKOFF (1905),
no inicio do século XX e o termo macréfagos ativados foi usado pela primeira vez
por MACKNESS (1960). Morfologicamente, estas células caracterizam-se por
serem relativamente grandes, medindo entre 25 a 50uM de didmetro, com nucleo
irregular e centralizado, um ou mais nucléolos e cromatina pouco condensada.
Sua superficie é bastante irregular, sendo proeminente de inumeras projecoes
citoplasmaticas. Apresentam Complexo de Golgi abundante, grande numero de
lisossomos e mitocondrias e um citoesqueleto bem desenvolvido, por toda a



12

extensdo celular desde o nucleo da célula bem como se estendendo até a
periferia da mesma (AUGER e ROSS, 1992).

Macréfagos séo células que pertencem a primeira linha de defesa contra
microrganismos invasores e tém um papel crucial na resposta imune, atuando
através de diversos mecanismos: (a) diretamente, destruindo bactérias, parasitas,
virus, células tumorais; (b) indiretamente, pela liberagdo de mediadores
(interleucina-1 (IL-1), fator-a. de necrose tumoral (TNF-o), etc que podem ativar
outras células); (c) processando antigenos e apresentando peptideos aos
linfécitos T ou no (d) reparo de tecidos danificados.

O sistema imune é caracterizado pela produgdo de grande nimero de
células, todas ligadas ao mecanismo de protegédo do organismo. A viabilidade das
células do sistema imune pode ser regulada por fatores externos como o de
crescimento e citocinas, bem como pelas interagbes com a matriz extracelular
(XAUS et al.,, 2001). Sendo assim torna-se interessante o uso destas células
avaliando melhor o seu comportamento quando expostas a contaminantes.

Muitos dos trabalhos realizados com fagécitos mononucleados em
experimentos animais tém preferencialmente empregado os macréfagos
peritoneais, uma vez que estes podem ser facilmente obtidos e cultivados. Além
do mais, estas células aderem facilmente ao vidro ou plastico, facilitando seu uso
em estudos in vitro (BECKER et al., 1983; NEWMAN, 1985)

Os macréfagos estimulados apresentam elevada capacidade de
espraiamento, fagocitose e secre¢do de proteases neutras e outras enzimas e a
fatores de crescimento, como fator estimulador de colénias de macréfagos.
(GORDON, 1995). A ativagao dos macréfagos envolve a interagdo de citocinas
com receptores presentes na membrana, desencadeando uma série de eventos
moleculares que incluem hidrdlise de fosfatidilinositol, formacao de diacilglicerol,
alteragdes na concentragéo de célcio citosélico, ativagao de proteinas quinase C,
fosforilagdo de proteinas e alteragdes na transcricdo génica (ADAMS e
HAMILTON, 1992).
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1.2.1. Participagado dos Macréfagos na Resposta Imune e Inflamatéria

Os macrofagos influenciam varios aspectos da resposta imune e
inflamatéria, atuando como células efetoras e desempenham um papel
fundamental na unido entre os sistemas imunes inato e adaptativos (UNANUE e
ALLEN, 1987). Estas células ndo somente fagocitam microrganismos, células
infectadas e células mortas, mas também liberam uma bateria de citocinas que
sdo a chave para iniciar e manter a resposta imune e inflamatéria (RIDLEY,
2001).

Para monitorar o organismo de maneira eficiente em busca de agentes
agressores, os macroéfagos, assim como as demais células do sistema imune,
precisam circular como células ndo aderentes nos vasos sanguineos e linfaticos e
migrar como células aderentes através dos tecidos (SPRINGER, 1990).

Os macréfagos interagem com outras células e com a matriz extracelular
em diversas situagdes durante sua ontogenia e diferenciagdo, assim como em
resposta a estimulos fisiolégicos apropriados (MERCURIO e SHAW, 1988;
HARLAN, 1985). Sua habilidade em interagir com moléculas da matriz
extracelular como colageno, laminina e fibronectina, é um fator determinante para
o desenvolvimento de suas fungdes. Essa interagdo permite as células aderir e
espraiar-se sobre a matriz o0 que acontece via receptores especificos presentes
na membrana celular, entre os quais destacam-se as integrinas (LAOUAR et al.,
1999; HYNES, 1992). Além de serem receptores de adesdo, as integrinas
funcionam como transdutores de sinal via fosforilagao de residuos de tirosina
(CHEN et al. 1996; LIN et al. 1994). Assim, a interagao dos receptores integrinicos
com seus ligantes na matriz extracelular desencadeia uma série de cascatas de
sinalizagdes intracelulares, influenciando a expressdo génica (LIN et al., 1995) e
regulando, desta forma, processos como o crescimento celular (SCHNELLER et
al., 1997) e apoptose (MIAO et al., 1997).

A atuagdao dos macréfagos como células efetoras, envolve a participagéao
destas na endocitose, processamento e apresentagcédo de antigenos, secregao de
moléculas efetoras e regulatérias (GORDON, 1999).
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1.2.2. Endocitose

A endocitose € um processo fundamental para o desenvolvimento de
diferentes fungbes dos macréfagos. Ela permite a captura de uma série de
substancias, macromoléculas e microrganismos, variando de acordo com a
natureza do agente a ser ingerido (BERON et al., 1995).

Substancias ou particulas pequenas, presentes em solugao, sdo captadas
através de um processo denominado pinocitose, que pode ser ou nao seletivo. Na
pinocitose néo seletiva ou fluida, ocorre o transporte em massa de microgotas,
promovendo a captacao de solutos dissolvidos no fluido extracelular, tais como
sacarose. Ja na pinocitose seletiva ou absortiva, o transporte de macromoléculas
depende de seu reconhecimento e ligagdo a receptores presentes na membrana,
como é o caso do complexo antigeno-anticorpo e horménios protéicos (PHAIRE-
WASHINGTON et al., 1980).

A ingestdao de particulas sdlidas e microrganismos é denominada
fagocitose. Assim como a pinocitose seletiva, a fagocitose depende da interagao
entre receptores presentes na membrana dos macréfagos e seus respectivos
ligantes na superficie dos elementos a serem fagocitados (BERON et al., 1995).

O processo de fagocitose esta intimamente relacionado aos fenémenos de
adesdo e espraiamento. Durante esses processos ocorrem uma série de
alteragoes estruturais nas células, envolvendo a ativagdo e recrutamento de
receptores de membrana para interagirem com as moléculas da matriz
extracelular, como fibronectina, vitronectina e laminina. A ativagao dos receptores
desencadeia uma cascata de sinalizagao intracelular mediadas por
tirosinoquinase, promovendo a reorganizagdo de elementos do citoesqueleto,
como microtubulos, microfilamentos de actina e a redistribuicdo de organelas
(GREENBERG, 1995). Essas alteragées levam a uma mudanga na morfologia
celular, possibilitando o aumento da area de contato da membrana plasmatica da
célula fagocitaria com a superficie das particulas ou microrganismos a serem
fagocitados. Além disso, o aumento da polimerizagdo de filamentos de actina

pN

préximo a membrana plasmatica acarreta a formagao de projegdes celulares
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(pseuddpodos), que se estendem ao redor das particulas-alvo € promovem sua
internalizacao (ARAKI et al., 1996).

O processo de endocitose estd relacionado com a fungdo de célula
apresentadora de antigenos (APC) desempenhada pelos macréfagos. Eles sao
capazes de interagir com uma variedade muito grande de moléculas
extracelulares, tais como proteinas e polissacarideos livres em solugao ou
presentes na estrutura de microrganismos. Subsequiientemente, essas moléculas
sao internalizadas, submetidas a mudangas metabdlicas intracelulares e
apresentadas em sua superficie em associagdo com moléculas MHC | e Il, de
maneira a serem reconhecidas pelos linfécitos T (DEBRIK et al., 1991; CAO et al.,
1989).

1.2.3 Citoesqueleto

O citoesqueleto € uma complexa rede de filamentos e tubulos que permite
estimulos mecanicos e quimicos dentro e entre as células (CHOQUET, 1997 e
WANG, 1994). Eles contribuem substancialmente para a estabilidade da célula
mantendo as estruturas subcelulares, tais como as mitocéndrias, Golgi, nucleo, e
microfibrilas. A agado do citoesqueleto como um estabilizador de forga e como
transdutor € mantido por proteinas associadas a membrana, especialmente a
distrofina que liga actina intracelular e laminina extracelular (KLIETSCH, 1993). A
integridade do citoesqueleto permite as células responder a sinais fisicos e
bioquimicos exercida pela matriz extracelular (CHOQUET, 1997).

A ligagcao das células ao substrato e seu espraiamento em uma superficie
envolve uma reorganizagao dinamica de trés estruturas filamentosas principais:
os microtubulos, filamentos intermediarios, e, particularmente a actina
(microfilamentos) e proteinas associadas a estas (IRELAND et al., 1987).

As células eucariontes possuem um esqueleto interno denominado
citoesqueleto, que capacita as células a ter uma forma definida, capacidade de
movimento, habilidade de distribuir as organelas e transporta-las de uma parte a
outra da célula. O citoesqueleto é composto de uma rede de filamentos
constituidos de proteinas, sendo os filamentos de actina e microtubulos os mais
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importantes para processos que envolvam dinamicas celulares sendo objetivo
deste trabalho. Tais estruturas datam dos primeiros estagios da evolugéo, devido
ao fato de serem encontradas na maior parte das células eucariontes e estao
envolvidas na geragdo do movimento celular. Os microtibulos sdo os primeiros
geradores de forca em cilios e flagelos — longas proje¢cdes da superficie celular,
em forma de chicote que servem como instrumento de propulséo.

Os filamentos de actina e microtibulos sdo também essenciais para
movimentos internos que ocorrem no citoplasma de todas as células eucariontes.
Por exemplo, os microtubulos, na forma de fuso mitético, sao cruciais na
magquinaria de separagdo do DNA em partes iguais para as duas células filhas,
quando da divisao celular. Sem os microtibulos, as células eucariontes nao
poderiam dividir-se. De fato, a maioria das organelas em uma célula parece estar
associada direta ou indiretamente ao citoesqueleto, uma vez que o movimento se
da ao longo da estrutura do mesmo (ALBERTS et al., 1997). O citoesqueleto nas
células eucariontes possui a capacidade de adotar uma variedade de formas e de
executar movimentos coordenados e direcionados dependentes de uma rede
complexa de filamentos e proteinas filamentosas. Estas sdo responsaveis pela
organizagdo espacial do citoplasma das células eucariontes. Esta rede é
altamente dinamica e se organiza continuamente sempre que a célula altera a
forma, se divide ou mesmo responde ao seu ambiente. O citoesqueleto também é
responsavel por movimentos tais como o deslocamento das células sobre um
substrato e contracdo muscular. Para que uma célula consiga desempenhar as
suas fungdes ela dependente dos diferentes tipos de proteinas que estao
presentes no citoplasma que constituem o chamado citoesqueleto. Numa unica
célula eucarionte de vertebrado estima-se que existam 10.000 tipos diferentes de
proteinas e que a maioria delas apresenta um alto grau de organizagao. O
citoesqueleto cria e mantém um nivel ainda mais elevado de organizagao,
permitindo que, tal qual uma cidade, uma célula viva possua muitos servigos
especializados concentrados em diferentes areas, interconectadas por vias de
comunicacgao (ALBERTS et al., 1997).

Para que ele consiga desempenhar as suas fungdes, o citoesqueleto
depende de trés diferentes tipos de filamentos protéicos — filamentos de actina,
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microtubulos e filamentos intermediarios. A actina e a tubulina foram conservadas
ao longo da evolugédo dos eucariontes; seus filamentos protéicos se ligam a uma
grande variedade de proteinas acessdrias que permitem que um mesmo filamento
participe de diferentes fun¢gdes em diferentes regides da célula. A actina é a
proteina mais abundante do citoesqueleto, constituindo, freqlientemente, 5% a
20% da massa protéica total nas fibras musculares esqueléticas. Ela é encontrada
em todas as células eucariontes e participa na formagao do cértex celular, o qual
é importante para refor¢gar a membrana plasmatica, sendo essencial para muitos
de seus movimentos, principalmente aqueles envolvendo a superficie celular
(ALBERTS et al., 1997).

Os filamentos de actina estdo associados a um grande numero de
proteinas (troponina/tropomiosina) que l|hes permitem desempenhar uma
variedade de fungbes. Dependendo de sua associagdo com diferentes proteinas,
eles podem formar estruturas rigidas e relativamente permanentes como
microvilosidades do intestino, pequenos feixes contrateis que podem funcionar
como “musculos”, protusdes formadas na borda anterior de um fibroblasto, anel
contratil numa célula em divisao. Por outro lado, os microtubulos sdo polimeros
longos e rigidos que se estendem por todo o citoplasma, coordenam a localizagao
intracelular das organelas e de outros componentes celulares. Esses polimeros
sao constituidos de proteinas chamadas o-tubulina e B-tubulina. Estas proteinas
sao encontradas entre 10 e 20% do total das proteinas soluveis do cérebro,
refletindo uma densidade extraordinariamente alta de microtubulos nos
prolongamentos das células nervosas. Qualquer microtubulo que, casualmente,
encontrar uma estrutura que estabilize sua extremidade livre sera seletivamente
mantido, enquanto os demais serao despolimerizados. Este processo seletivo
determinaria a posi¢gao dos conjuntos de microtubulos numa célula. Muitos dos
conjuntos de microtabulos celulares sao labeis e dependem desta labilidade para
suas fungdes (ALBERTS et al., 1997).

A capacidade de estabilizar microtibulos numa configuragao particular
proporciona a célula um mecanismo importante pelo qual ela pode organizar seu
citoplasma. Os microtubulos citoplasmaticos das células animais tendem a
irradiar-se em todas as dire¢des a partir do centrossomo. Sua instabilidade
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inerente ajuda a explicar como eles podem se organizar em orientagdes
especificas na célula, por exemplo, em dire¢do da borda das células que estdo se
deslocando. Uma vez que diferentes componentes da célula se deslocam ao
longo dos microtubulos em diferentes dire¢des, pode-se postular que uma
diferenga inicial na sua polaridade é criada por uma distribuicdo diferente das
MAPs, o que levara a diferengas entre os dendritos e axénios (ALBERTS et al.,
1997).

As vesiculas secretoras, por exemplo, se deslocam no sentido da
extremidade “mais” dos microtubulos e, desta forma serdo transformadas ao
longo do axénio até os terminais nervosos onde exercem sua fungao;
inversamente se os ribossomos ou os mRNAs se deslocam no sentido da
extremidade “menos”, eles poderiam sair do axénio. Existem as chamadas
proteinas motoras que sdao dependentes de microtubulos como as quinesinas e as
dineinas citoplasmaticas. As dineinas estao envolvidas com o transporte de
organelas e com a mitose e as quinesinas apresentam maior diversidade do que
as dineinas. Estas estao envolvidas além do transporte de organelas, na mitose,
na meiose e no transporte de vesiculas sinapticas ao longo dos axénios. Ja os
filamentos intermediarios sao fibras protéicas e resistentes encontradas no
citoplasma da maioria das células animais e apresentam um didmetro aparente de
8 a 10nm. Na maioria das células animais, o nucleo é rodeado por uma extensa
rede de filamentos intermediarios que se estende para a periferia da célula onde
interage com a membrana plasmatica. Estes filamentos sdo particularmente
importantes no citoplasma das células que estao sujeitas a tensdao mecanica. Eles
estdo presentes em grande numero, por exemplo, no epitélio ligando as células
entre si por jungdes especializadas, nas células nervosas e em todos os tipos de
células musculares. (ALBERTS et al.,1997)

1.2.4. Citoesqueleto e metais pesados

Segundo GILLES e PEQUEUX (1983), os metais pesados modificam os
transportes ativo e passivo ao nivel de membranas celulares, resultando em



19

deficiéncia dos processos controladores da osmolaridade das células e fluidos
corpéreo em crustaceos.

De fato, modificagdes no citoesqueleto conduzem a formagéao de bolhas -
blebs - na superficie das células e é um fen6meno comum durante o
desenvolvimento da toxicidade e freqlientemente precede a morte celular
(BELLOMO et al., 1990). Recentes relatos tém demonstrado que a ruptura dos
microfilamentos pode induzir a apoptose em linfécitos T. Além disso, linfocitos de
rato submetidos a glicocorticéides sdo induzidos a apoptose e também a uma
diminuicdo na F-actina. Uma vez que as proteinas do citoesqueleto estarao
envolvidas em uma série de processos nucleares, a alteragédo dessas proteinas
poderia resultar também em uma mudanga conformacional do nucleo, podendo
promover a fragmentacao do DNA (KOLBER et al., 1990). Alguns metais pesados
podem alterar a organizagao microtubular, e a auséncia de orientagao implica em
uma reorganizagdo do citoesqueleto (CIMA et al, 1998), o qual ndo esta
provavelmente destruido, mas alterado em sua extensao e arranjo (WEBER e
OSBORN, 1985).

Estudos complementares ainda serao necessarios para um melhor
entendimento dos efeitos deletérios de poluentes na estrutura celular. Um tipo
celular também bastante importante e que apresenta uma grande sensibilidade a
presenca de poluentes sdo os hepatdcitos, os quais podem servir como um
biomarcador sensitivo da toxicidade de metais pesados, bem como de outros
poluentes (HINTON, 1993; BIAGIANTE-RISBOURG, 1997, BRAUBEK, 1998;
HINTON e COUCH, 1998; LACKNER, 1998)

1.3. MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

1.3.1. Fibronectina

E uma importante classe de glicoproteinas adesivas que desempenham um
papel relevante em muitas interagdes entre células e outras moléculas da matriz
extracelular. A fibronectina pode ser encontrada na forma plasmatica soluvel, a
uma concentragdo de 0,3 g/l e, também ocorre como fibronectina celular,

produzida por uma grande variedade de tipos celulares (HUMPHRIES e
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YAMADA, 1990; YAMADA, 1991).

A fibronectina é constituida de duas cadeias polipeptidicas semelhantes,
que se ligam por pontes dissulfeto nas regides préximas a regido C-terminal.
Cada cadeia polipeptidica tem cerca de 60 — 70 nm de comprimento e 2 — 3 nm
de diametro, com peso molecular de cerca de 250 kDa (ERICKSON; CERRELL;
MCDONAGH, 1981).

Apesar da fibronectina ser codificada por um unico gene (KORNBLIHTT;
VIBE-PEDERSEN; BARALLE, 1983; TAMKUM; SCHWARZBAUER; HYNES,
1984), existem cerca de 20 cadeias diferentes, com diferentes sequéncias de
aminoacidos, que sao geradas por unidades diferentes de uma mesma molécula
de RNAm (YAMADA, 1991).

As cadeias polipeptidicas da fibronectina caracterizam-se por conter
pequenas sequéncias repetitivas de aminoacidos, cuja similaridade permitiu
classifica-las como do tipo I, Il ou lll (PETERSEN et al., 1983). Andlises por
fragmentagao proteolitica e através de técnicas que utilizam DNA recombinante,
mostraram que cada cadeia polipeptidica possui pelo menos cinco dominios
estruturais e funcionais, separados por regides flexiveis. Cada dominio é formado
por um conjunto de sequéncias do tipo |, Il, ou lll que, por serem sitios de alta
afinidade de ligagdo para macromoléculas da matriz extracelular e para
receptores de superficie celular, estao envolvidos em diferentes fung¢des
(YAMADA, 1991).

A maioria das células aderem a fibronectina por meio de receptores
especificos, que reconhecem um dominio localizado na regido central da cadeia,
cuja estrutura minima, mas crucial para o reconhecimento celular é o tripeptideo
Arg-Gly-Asp (RGD) (PIERSCHBACHER e RUOSLAHTI, 1984; YAMADA, 1991).

Outros dominios da molécula, no entanto, podem ser reconhecidos por
diferentes tipos celulares. Células embrionarias da crista neural e alguns linfécitos
sdo extremamente habeis para aderirem a uma regiao conhecida como IlICS da
fibronectina, enquanto que fibroblastos o fazem por outras regides (MOULD et al.,
1991).

A sintese temporal e espacialmente controlada de moléculas de
fibronectina, que apresentam diferentes sitios de ligagao, pode ser reconhecida
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por diferentes tipos celulares e, desta forma, contribuir com diferentes
comportamentos celulares durante o desenvolvimento ou a fisiologia de um érgao
(GUAN; TREVITHICK; HYNES, 1990).

A expressao da fibronectina em diferentes sistemas in vivo e in vitro tem
enfatizado seu papel em estimular a migragéo e diferenciagdao de inimeros tipos
celulares durante o desenvolvimento embrionario, nos processos de reparo
tecidual onde sua associagdo com moléculas de fibrina funciona como um
substrato para a migragao celular e, como moléculas de adeséo para células e
outras moléculas (YAMADA, 1991).

Na cicatrizagao, a fibronectina e suas interagdes com integrinas exercem
papel impar na adesdo de plaquetas a matriz danificada de colageno, além de
facilitar a migragéao e adeséo de fagdcitos e viabilizar a matriz para a proliferagao
celular. Fibronectina ainda parece estar relacionada ao aumento da aderéncia e
quimiotaxia, dependentes da manutengao da estrutura do citoesqueleto.

E importante na neovascularizagdo, estimulando a migragdo de células
endoteliais e servindo de guia para o movimento de células epiteliais através do
tecido de granulagdo. Fibronectina também tem sua importancia nos processos
de embriogénese, regeneragao de fibras nervosas e migragao de células tumorais
(MOHRI, 1996).

No periodo de desenvolvimento embrionario, células germinativas
primordiais de anfibios e aves atravessam um ambiente rico em fibronectina
durante sua migragao para a crista gonadal (HEASMAN et al., 1981; ALVAREZ-
BUYLLA e MERCHANT-LARIOS, 1986). Notavel quantidade de fibronectina
também aparece associada a laminina basal durante a neurulagao, tornando-se,
ao que tudo indica, uma via de migragao para células da crista neural (DUBAND e
THIERY, 1982).

A importancia da fibronectina durante o desenvolvimento embrionario
torna-se, particularmente evidente, quando as interagdes celulares com este
componente sao bloqueadas utilizando-se, por exemplo, anticorpos especificos

que mascaram os sitios de ligagdo. No timo este protocolo impede a diferenciacao
de células T (SAVINO; VILLA-VERDE; LANNES-VIEIRA, 1993).
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1.3.2. Integrinas

v Aspectos Estruturais

As integrinas foram originariamente caracterizadas como moléculas de
adesdo responsaveis pela ancoragem da célula a matriz extracelular, porém,
sabe-se hoje, que estas moléculas também estdo envolvidas em dinamica de
processos fisiolégicos e patoldgicos, como na transducgao de sinais que alteram o
“status” fenotipico e comportamental das células (HYNES, 1987).

As primeiras descricbes destes receptores reconheciam a presenga de
antigenos de adesdo célula - substrato (CSAT — Cell Substrate Attachment
antigen), descrevendo sua estrutura como complexas glicoproteinas da
membrana celular, envolvidas na adesao célula-matriz (HORWITZ et al., 1985;
NEFF et al., 1982). O complexo antigénico CSAT foi mais tarde denominado
integrina, devido ao seu papel na integracdo adesiva entre células e matriz
extracelular (RICHARDSON e STEINER, 1995; HYNES, 1987).

Até o presente, quinze subunidades o e oito subunidades B foram
descritas, e estas se combinam para formar mais de vinte e cinco receptores
integrinicos. Cada um é composto por uma subunidade o ndo covalentemente
associada a uma subunidade B (WHITTARD e AKIYAMA, 2001). As subunidades
integrinicas o e P, constituem proteinas transmembranares do tipo |. Cada
heterodimero contém um grande dominio extracelular. Os dominios o e B
possuem aproximadamente 1000 e 750 residuos de aminoacidos,
respectivamente.

As integrinas em sua grande maioria sao glicoproteinas. Recentemente,
foi mostrado que a integrina osB1 em melanoma, é um proteoglicano facultativo
(VEIGA et al., 1997). O tamanho das subunidades varia de aproximadamente 90
kDa para as unidades B menores (B> e B3) e 200 kDa para as subunidades
maiores (B4 € o4). As integrinas também apresentam um simples segmento
transmembranico e uma cauda citoplasmatica relativamente curta, geralmente
contendo de 20 a 70 residuos de aminoacidos, exceto o dominio integrinico Ba,
com cerca de 1000 residuos de aminoacidos (HOGERVORST et al., 1990;
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SUZUKI e NAITOH, 1990; TAMURA et al.,, 1990). A cauda citoplasmatica da
subunidade B é necessaria e suficiente para interligar as integrinas a actina do
citoesqueleto (CHOQUET; FELSENFELD; SHEETZ, 1997; BURRIDGE e
CHZANOWSKA-WODNICKA, 1996; CALDERWOOD; SHATTIL; GINSBERG,
2000).

Estudos realizados em receptores sintéticos ou mutantes de integrinas,
indicam que a subunidade B é necessaria e suficiente para manter a integrina nos
pontos de adeséo focal, enquanto que a subunidade a regula a especificidade das
interagées ligantes-dependentes (CLARK e BRUGGE, 1995).

Proteinas citoplasmaticas como vinculina, talina e o-actinina interagem
com as integrinas e com as proteinas do citoesqueleto (SASTRY e HORWITZ,
1993; BURRIDGE e CHZANOWSKA-WODNICKA, 1996; DEDHAR e HANNIGAN,
1996; BOURDREAU e JONES, 1999; WOODS e COUCHMANN, 2000).

O nome integrina estd vinculado ao papel desenvolvido por estas
biomoléculas, por interligar o citoesqueleto interno de uma célula com a matriz
extracelular (HYNES, 1987; HAAS e PLOW, 1994). As integrinas sdo expressas
em todos os animais multicelulares, mas variam amplamente entre as espécies.
Ambas as subunidades o e B incluem membros que sdo habeis em associando-se
com multiplas B’s e a’s. As subunidades integrinica B e a, sdo particularmente
versateis, e se associam com diferentes subunidades formando diversos
receptores (BROWN, 2000a e b; De ARCANGELIS e GEORGES-LABOUESSE,
2000; HYNES e ZHAO, 2000; DANEN e YAMADA, 2001).

A diversidade das integrinas foi expandida pelo “splicing’ alternativo,
modificagbes pos-traducionais, interagbes com outras moléculas de superficie
celular e intracelular (GREEN; MOULD; HUMPHRIES, 1998; DE MELKER,;
SONNENBERG, 1999; PLOW et al., 2000).

O enfoque aqui apresentado é direcionado para um grande numero de
proteinas de matriz extracelular (proteinas da matriz dssea, colagenos,
fibronectinas, fibrinogénio, lamininas, trombospondina, vitronectina e fator de Von
Willebrand) refletindo a fungao primaria das integrinas, a adesao sobre a matriz
extracelular.

Integrinas ndo sao apenas receptores para a adesao celular, mas também
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interagem com receptores especificos como os fatores de crescimento, regulando
a sobrevivéncia, diferenciagéo e proliferagéo celular (DANEM e YAMADA, 2001).

As células em cultura expressam diferentes tipos de integrinas e a
quantidade varia entre as diferentes células. As células nos tecidos apresentam
um restrito repertério de integrina apropriado a sua fungéo. Desta forma, células
epiteliais, que estdo limitadas sobre uma membrana basal, expressam as
integrinas osB1 e asPs, Sendo estes receptores para a laminina, proteina presente
na membrana basal.

A membrana basal, ou lamina basal € um tipo especializado de matriz
extracelular, de espessura variavel (20/40 a 100/300 nm), disposta sobre todas as
camadas celulares epiteliais, endoteliais, em certos tumores, envolvendo
individualmente células musculares, adipdcitos e, células de Schwann,
separando-as da matriz conjuntiva. A membrana basal é composta pela laminina,
colageno Tipo IV, proteoglicano de heparam sulfato (perlecam, agrim ou
bamacam) e, entactina (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990; BELKIN e STEPP,
2000).

A escolha de seu ligante para qualquer uma das integrinas é determinada
pela relativa afinidade, disponibilidade dentro do micro ambiente e, o estado
conformacional do ligante, o qual modela a exposi¢cao de suas sequéncias para o
reconhecimento pelas integrinas (sitios cripticos).

v Integrinas e sinalizagées

Estudos recentes tém mostrado melhor entendimento das vias de sinalizagao
ativadas pelas integrinas em células aderentes, como os fibroblastos e epiteliais.
Células aderentes estao bem ancoradas sobre uma apropriada matriz extracelular
(MEC) adequada para sobreviver. Dependendo em parte das sinalizagbes vindas
da matriz, estas podem proliferar, sair do ciclo celular ou ainda, diferenciar-se.
Esta ancoragem é perdida em células neoplasicas.

Mecanismo basico para as sinalizagdes via Integrina (Clustering de
Integrinas): As caudas citoplasmaticas das integrinas sao geralmente curtas e
sempre desprovidas de agdo enzimatica. Por isso, essas moléculas transduzem
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sinais pela associagéo com proteinas adaptadoras que conectam a integrina com
o citoesqueleto através de quinases citoplasmaticas e receptores para fatores de
crescimento transmembranicos. Existe uma intima ligagéo entre a sinalizagdo das
integrinas e o arranjo do citoesqueleto (llustragdo 1). As integrinas ao interagirem
com a matriz extracelular formam agregados - clusters - no plano da membrana
plasmatica e associam-se com o citoesqueleto, formando os filamentos de actina,
através de proteinas citoplasmaticas (a integrina asB4 associa-se a filamentos de
queratina através de um grande dominio citoplasmatico Bs).

A organizagao dos filamentos de actina em torno e no interior das fibras de
stress induz a mais recrutamento de integrinas aumentando cada vez mais a
interagcao com a matriz extracelular. Esta ligagdo resulta da interligagao das
proteinas da matriz, integrinas e organizagdo e arranjo das proteinas do
citoesqueleto e proteinas quinasicas, formando as adesdes focais (BURRIDGE e
CHZANOWSKA- WODNICKA, 1996).

llustragdo 1 — Clustering de integrinas decorrentes da ligagdo com a matriz
extracelular e associagdo com o citoesqueleto. Adaptado de GIANCOTTI e
RUOSLAHTI (1990).

v Integrinas e transdugao de sinais

Uma variedade de mecanismos de adesdo reafirma a importancia da
organizacao celular na arquitetura tecidual. Interagbes celulares estaveis sao
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necessarias para a manutengao da integridade tecidual, e mudancgas dinamicas
nesta adesdo s&o importantes nos processos de morfogénese e diferenciagao.
Estes mecanismos de adesdo sao altamente regulados e, intimamente
relacionados, aos processos de desenvolvimento, migragao e morfo-diferenciagao
celular (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990; GUAN e CHEN, 1996).

O controle da adeséao celular ocorre em diferentes niveis, e inclui modulagao
da afinidade e interagbes com o citoesqueleto de actina (GIANCOTTI e
RUOSLAHTI, 1990). Os sinais gerados localmente através dos receptores de
adeséo celular sdo envolvidos em meticulosos mecanismos de regulagao. Vias de
sinalizagao sdo ainda influenciadas por receptores de fatores de crescimento e
fatores soluveis do meio. Sinais gerados localmente, através da adesao celular,
também interagem com as vias classicas de transdugao de sinais, que ajudam a
controlar o comportamento celular (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990).

A associagdo entre a adeséao fisica e o desencadeamento de sinalizagao,
integra os diversos aspectos da morfogénese, proliferagao celular e diferenciagao,
sendo esta coordenagado essencial para a manutengcédo da vida (GIANCOTTI e
RUOSLAHTI, 1990; GUAN e CHEN, 1996). As integrinas exercem papel
fundamental na transdug¢do de sinais que controlam a fisiologia celular. Sua
capacidade de sinalizagdo ocorre basicamente através de dois mecanismos
chamados de sinalizagao inside out e outside in, que regulam as atividades
proliferativas e de diferenciagao das células adesivas (HYNES, 1987).

O mecanismo inside out é o fendmeno pelo qual a célula regula o estado de
afinidade de suas integrinas. Este mecanismo parece estar relacionado com a
propagagdo de mudangas conformacionais nos dominios citoplasmaticos em
resposta a eventos sinalizadores intracelulares. Evidéncias correlacionam estas
mudangas conformacionais a eventos de fosforilagdo e desfosforilagdo, que
permitem a associagao de proteinas que podem regular o estado de ativagao
destes receptores (JONES e WALKER, 1999; CLARK e BRUGGE, 1995).

O mecanismo outside in vincula sinais originarios da matriz extracelular
apos a ligacao de componentes da matriz com integrinas, e envolve a regulagao
de diversos processos celulares fundamentais, tais como a formagao de adeséao
focal (JONES e WALKER, 1999; CLARK e BRUGGE, 1995). As integrinas,
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entretanto, ndo funcionam como receptores isolados, mas estdo associadas a
complexos supramoleculares nos locais de adesdo celular a matriz (JULIANO,
1996).

A interagéo das caudas citoplasmaticas das integrinas com as proteinas
que medeiam a ligagéo com o citoesqueleto de actina (talina, a-actinina, paxilina,
vinculina e tropomiosina) tem fungdo integrante na estruturagdo da morfologia e
mobilidade celular, além de contribuir sobremaneira na associagao de proteinas
sinalizadoras que regulam a transdugao de sinais, levando a mudancas celulares
induzidas por estes receptores (JULIANO, 1996; CLARK e BRUGGE, 1995).

Neste cenario, duas hipéteses tentam explicar os mecanismos basicos de
sinalizagao proveniente da interagao entre as integrinas e a matriz extracelular e
seu controle sobre a expressao genética, tendo como conseqiiéncia, mudangas
no comportamento celular. A primeira sugere que a reorganizagdo do
citoesqueleto resulta em mudancgas profundas na morfologia celular, e levam a
influenciar seu comportamento, e eventualmente o seu padrao de expressao
genética (DANEN et al., 1998). A segunda hipétese enfatiza a fungdo das
integrinas como moléculas sinalizadoras, que excitam cascatas de sinalizacao,
gerando mudangas na expressao genética (DANEN et al., 1998).

Entre os sinais que modulam as integrinas destaca-se o aumento do pH
intracelular, aumento do calcio intracelular, sintese de lipideo inositol e
fosforilagao de quinases associadas as adesdes focais (VARNER e CHERESH,
1996). As vias sinalizadoras ativadas pelas integrinas foram identificadas através
de andlise dos eventos bioquimicos iniciados pela interagado destes receptores
com segundo mensageiros, modulando outras proteinas (JULIANO, 1996; CLARK
e BRUGGE, 1995).

As tirosinas - quinases, incluindo a quinase de adesado focal (FAK),
parecem assumir papel central na sinalizagéo através das integrinas (DANEN et
al.,, 1998; CLARK e BRUGGE, 1995). Sua fosforilagdo e atividade aparentam
estar intimamente relacionadas e controladas por estes receptores (JULIANO,
1996). FAK possui dominio central de tirosina quinase, que representa seu
dominio citoplasmatico, direcionando-a para contatos focais e mediando sua
interacdo com as integrinas (JULIANO, 1996). FAK ainda participa da fosforilagao
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de tenascina e paxilina, proteinas estruturais dos contatos focais (JULIANO,
1996). A autofosforilagdo de FAK cria sitios de ligagao das proteinas adaptadoras
Grb2/SOS, que ativam cadeias sinalizadoras envolvidas no controle da replicagéo
celular, incluindo Src e Ras (BOUDREAU e JONES, 1999).

Assim, as integrinas promovem a ativagdo do complexo FAK-Scr, que
propicia a formagéo e dissociagdo das adesGes focais nas frentes de migragao,
envolvendo quatro fendbmenos dependentes da subunidade integrinica B4, que
incluem: (1) o recrutamento de integrinas através da interagcao do citoesqueleto
com a porgao intracitoplasmatica destas; (2) o recrutamento intracelular de
moléculas adaptadoras e sinalizadoras em dire¢do as adesdes focais em
formacgao; (3) alta afinidade de ligacao das integrinas induzidas pelo citoesqueleto
(sinalizagdo inside ouf), resultando em adesdo estavel ao substrato e (4)
sinalizagdo das moléculas de integrinas em direcdo ao interior da célula
(sinalizagdo outside in), finalmente induzindo uma série de dinadmicas celulares
que incluem adesao ou migracao, diferenciagdo ou indiferenciagdo, proliferagao
ou apoptose (FRIEDL; BROCKER, ZANKER, 1998).

Por fim, a associagao das integrinas ao citoesqueleto de actina exerce forga
fisica sobre o nucleo celular, levando a mudancas no citoesqueleto que podem
regular eventos nucleares independentemente de proteinas citoplasmaticas e de
mensageiros intermediarios (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990).

As cascatas de sinalizagdo intermediadas pelas integrinas, também irdo
influenciar a progressao do ciclo celular através da ativagdo de Jun, Fos e
ciclinas, via Ras (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990). A regulagdo positiva e
negativa destas cascatas é mediada por fosfatases de tirosina (GIANCOTTI e
RUOSLAHTI, 1990). Adicionalmente, a interagdo das integrinas com receptores
de fatores de crescimento, tais como EGF, FGF, e PDGF nos sitios das adesbes
focais, resulta no aumento da fosforilagdo destes receptores, acumulo de
substratos que irao fomentar sua afinidade e avidez por agentes mitogénicos e de
sinalizagdo, e aumento da eficiéncia de sinalizagdo das FAK (BOUDREAU e
JONES, 1999).

As integrinas também promovem a ativagdo da MAP quinase através de
sua conexao com as proteinas da matriz extracelular, que incluem fibronectina,
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colageno e laminina 5. A ativagdo da MAP quinase parece ser independente da
ativagéo de FAK ou Ras, portanto representando via alternativa de sinalizagéo. A
ativagdo da MAP quinase pelas integrinas esta implicada no controle do ciclo
celular, em situa¢des de proliferacdao ou diferenciagdo, que sao moduladas pelo
micro ambiente da matriz extracelular (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990).

A sinalizagdo das integrinas ainda é essencial no controle do ciclo celular e
sua evolugao através das fases Go-Gi, uma vez que estas regulam a atividade
das quinases dependentes de ciclina (Cdk) e parecem estar envolvidas na
sinalizagdo de transcricdo da ciclina Dy (JULIANO, 1996). Durante a divisdo
celular, células dependentes de adesdao perdem momentaneamente sua
ancoragem, o que facilita a replicagdo. Em contraste, adesao celular a tipos
especificos de matriz extracelular favorece a parada do ciclo, agindo em
sinergismo com citocinas e outros fatores soluveis do meio, que orquestram
juntamente com as integrinas os fendbmenos de morfogénese e diferenciacao
celular (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990). Por outro lado, a perda de adesao
causa o fendbmeno anoikis em células dependentes de adesdo. Este fenébmeno
auxilia na manuten¢ao da integridade tecidual, impedindo a formagao de coldnias
em locais impréprios, por células que perderam o contato com seu meio.

Este fenémeno é parcialmente controlado pela interagao integrinas — matriz
extracelular, que ativa cascatas sinalizadores da morte celular programada
(GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990). As integrinas ainda sao de fundamental
importancia na ativagao de receptores de fatores de crescimento e canais idnicos,
por meio de complexos formados a partir de sua associagdo com o citoesqueleto,
porém tais mecanismos ainda estao por ser elucidados. Sabe-se, no entanto, que
a conexao de integrinas especificas aos seus ligantes extracelulares induz
aumento na concentragao intracelular de calcio (CLARK e BRUGGE, 1995).

Os mecanismos supracitados de forma sumaria influenciam o mecanismo
celular, gerando modificagdes de seu comportamento nas mais diversas
situagoes. A composi¢cao da matriz extracelular é essencial para a determinagao
do comportamento fenotipico de cada célula. O elo de ligagédo entre este estimulo
externo e interno que ir4 transformar-se de acordo com ele, é exercido
primariamente pelas integrinas (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990).
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A morfologia, adeséo e migracdo celular também dependem da sinalizagéo
de integrinas. Células em contato com a matriz extracelular desenvolvem adesdes
focais nas extremidades terminais de seus filopddios. A partir dai, lamelopédios
repletos de actina irdo se formar, contribuindo para a adesao celular & matriz.
Este evento ciclico ocorre durante a migragdo celular, gerando tragdo que
viabiliza a movimentagao das células. As integrinas e fatores soltveis regulam o
espraiamento e a migragdo celular através da ativagao de um grupo de proteinas
ligadas ao nucleotideo guanina, familia Rho, sendo estas uma familia de
proteinas vinculadas ao GTP, a qual induzem a formagao de lamelopddios,
adesoes focais e fibras de stress (GUMBINER, 1996).

Os conhecimentos atuais sobre as vias de sinalizagao relacionadas as
integrinas ainda sdo truncados e dependentes de aprofundamento. Trabalhos
neste sentido vém sendo realizados por varios grupos de pesquisadores, a fim de
ampliar conhecimentos que possam fornecer subsidios para o estabelecimento de
terapias baseadas nestas cascatas sinalizadoras.

v Integrinas e adesodes focais

Adesbes focais constituem agregados bem desenvolvidos presentes na
membrana celular, localizadas na interface de adesao entre duas células ou entre
as células e a matriz extracelular (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1990). Estas
estruturas dindmicas em forma de “fita” foram identificadas pela primeira vez
através de experimentos in vitro empregando microscopia - eletrdnica
(ABERCROMBIE et al., 1971).

A existéncia das adesdes focais tem como pré-requisito a presenca de
matriz extracelular, e é iniciada através das integrinas, levando a recrutamento de
estruturas citoplasmaticas e de proteinas ligadas a membrana celular, tais como
paxilina, vinculina, talina, a-actinina e tropomiosina. Esta cadeia de eventos leva a
maturagdo de organelas de adesdao e a presenca de actina polimerizada, que
possivelmente confere a adesao focal, o formato de fita. Portanto, os contatos
focais ou organelas de adesao maduras, servem para ancorar o sistema de
microfilamentos, contribuindo desta forma, para a determinagao do formato celular
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durante a ades&do, migragdo e eventos relacionados. Mudangas na forma e no
comportamento celular sdo resultados da dinamica dos filamentos de actina no
que se refere a sua polimerizagdo e despolimerizagao, e reorganizagdo dos
microfilamentos preexistentes (DOGIC; ECKES, AUMAILLEY, 1999).

A formagdo das adesbes focais é regulada por ambos, ligantes da matriz

extracelular e eventos intracelulares de sinalizagao (GUMBINER, 1996). Para a
formacdo efetiva de adesées focais, o sitio de ligagdo das integrinas deve estar
preenchido pelo seu ligante da matriz extracelular (GUMBINER, 1996).
Este evento desencadeia respostas sinérgicas que incluem a reorganizagao do
citoesqueleto e de placas citoplasmaticas associadas a ele, e a ativagédo de vias
de sinalizagdo locais (GUMBINER, 1996). As integrinas tém papel central na
regéncia das adesdes focais, regulando a ancoragem e funcionando como elo
fundamental entre a matriz extracelular e os componentes intracelulares (DOGIC;
ECKES, AUMAILLEY, 1999; SASTRY e HORWITZ, 1993).

v Integrinas e ligantes da matriz extracelular

As proteinas da matriz extracelular tém sido relacionadas em eventos de
proliferagao celular, polaridade, migragéo e diferenciagédo durante a morfogénese,
reparo e oncogénese. Adicionalmente, a influéncia da matriz extracelular pode
induzir a modulagées genéticas, servindo de veiculo para a sinalizagao
proveniente de citocinas e outros fatores soliveis do meio (KOUKOULIS et al.,
1993).

As interagdes adesivas entre células e matriz extracelular sdo mediadas por
receptores especificos da membrana celular, e as integrinas representam o
receptor de maior importancia destas interagoes (HYNES, 1987). A glicoproteina
fibronectina e sua inter-relagdo com receptores de integrinas parecem ter papel
importante em processos fisiolégicos e patolégicos. A integrina asB+ é o receptor
especifico da fibronectina envolvida nas respostas celulares de migragao,
recrutamento do citoesqueleto e da matriz extracelular (AKIYAMA et al., 1995).

Dois sitios de ligagdo foram encontrados na estrutura da laminina 1 e estes
interagem com as integrinas agB1/asB1 € a1B1/azB4. Outras isoformas de laminina
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interagem com as integrinas asBi e agBy. A importancia funcional destas
interagdes foi confirmada através dos fenétipos deletérios observados a partir de
mutagbes nos genes que codificam lamininas e integrinas, em doengas humanas
severas, como a epidermdlise bolhosa juncional ou distrofia muscular progressiva
(AUMAILLEY e SMYTH, 1998; BURGESON e CHRISTIANO, 1997).

O contato celular com diferentes isoformas de lamininas leva a diferengas
na estrutura e distribuicdo das adesdes focais. A laminina 1 induz a formacao de
filopoédios e adesdes focais compactas e bem individualizadas, enquanto que a
laminina 5 e outras isoformas de laminina levam ao desenvolvimento de
lamelopddios que contém adesdes focais pequenas e distribuidas em arranjos
radiais paralelos. Analise destas estruturas através de imunofluorescéncia
também revelou a presenga da integrina ag em ambos os casos, porém a
integrina azB1 nao pdde ser identificada nas interagdes entre células e laminina
tipo 1 (DOGIC; ECKES, AUMAILLEY, 1999). Estas evidéncias mostram que a
presenca de diferentes receptores de integrina participam de complexas vias de
sinalizagao, interagindo com diversas isoformas de laminina (DOGIC; ECKES,
AUMAILLEY, 1999).

O receptor aB1 é a principal integrina ligante de colageno, estando
presente em fibroblastos, plaquetas, células endoteliais e epiteliais. Suas
interagdes com moléculas de coldgeno sao dependentes de cations bivalentes,
como o calcio (DICKESON; WALSH; SANTORO, 1998).

A expressao de colageno e colagenase também estdo sob o controle das
integrinas a8 e azBy (LANGHOLZ et al., 1995). A organizagao espacial da matriz
de colageno e suas formas monomeéricas ou polimerizadas influenciam a inter-
relagio com os receptores de integrinas, atuando diretamente sobre a
organizagao do citoesqueleto, orientagdo e morfologia celular. Em tipos celulares,
que mantém contato com o colageno monomérico, como fibroblastos, o
citoesqueleto de actina é bem desenvolvido e as adesdes focais estao presentes
nas extremidades dos microfilamentos. Em contraste, sobre colageno fibrilar, as
adesdes focais aparecem como estruturas esmaecidas e granulares. Estas
evidéncias mostram o estado monomérico ou polimerizado do colageno o qual
influencia na qualidade da matriz extracelular, que por sua vez causa alteragées
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na morfologia e arquitetura celular (DOGIC; ECKES, AUMAILLEY, 1999).

Outras proteinas da matriz extracelular vém ganhando maior atengdo como
ligantes de integrinas, dentre elas destacam-se a tenascina e epiligrina (HAAS e
PLOW, 1994). A tenascina é uma glicoproteina composta de multiplos dominios
distintos, incluindo regides homdlogas a fibronectina do tipo Ill, que possuem a
seqiiéncia RGD e sédo condescendentes com o espalhamento e adesao celular
mediados pela integrina a, (HAAS e PLOW, 1994).

A epiligrina € um componente da membrana basal epitelial, sendo
sintetizada primordialmente por queratindcitos na membrana basal. A adesao de
queratinécitos, bem como a de linfécitos T a membrana basal do epitélio parece
estar relacionada a ligagdo entre a integrina azB1 e epiligrina, que atua na
preservagao da arquitetura epitelial (HAAS e PLOW, 1994). A integrina agp
também foi recentemente detectada em queratinécitos basais da pele, vias
aéreas, mucosas e colrnea, e, aparentemente também esta envolvida na
preservagao da integridade epitelial e em processos patoldgicos ligados a ela
(HAAS e PLOW, 1994).

1.4. MORTE CELULAR PROGRAMADA

A apoptose foi inicialmente definida por critérios morfolégicos, dentre os
quais encontra-se a condensac¢ao da cromatina no nucleo (KERR et al., 1972;
WYLLIE et al., 1980). Hoje é definida como morte celular programada. E
caracterizada por uma série de mudangas morfolégicas e bioquimicas. Varios
genes relacionados a apoptose tém sido encontrados (DU et al., 1997; EVAN e
LITTLEWOOD, 1998; PETER et al., 1997). Um grupo de genes regulatérios de
apoptose é a familia bcl-2. Desses genes, bcl-2, blc-x, séo anti-apoptéticos, ao
passo que Bax, bcl-xs, bad, bak e bik sdo pré-apoptéticas. A dimerizagao do fator
anti-apoptético Bcl-2 com o fator pré-apoptético Bax é um critério de interagao. As
células continuam a sobreviver se a proteina Bcl-2 predominar sobre Bax. Ao
contrario, uma alta concentragdo de Bax, comparada com Bcl-2, aumenta a
suscetibilidade da célula para apoptose (ADAMS e CORY, 1998; OLTVAI et al.,
1993).
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A p53, um fator de transcricido do DNA inicialmente identificado como um
supressor de tumor, é também um importante fator regulatério de morte celular.
Isto tem sido mostrado como um fator transcricional do gene Bax. A a¢éo da p53
pode levar a um aumento nas taxas de Bax na dimerizagdo da Bax/Bcl-2 e assim
contribuir para o inicio da apoptose (HUGHERS et al., 1997; MIYASHITA e REED,
1995). Alguns outros genes anti-apoptéticos e pré-apoptéticos tém sido
identificados em diferentes tipos celulares. Por exemplo, c-Myc, a proteina
codificada pela oncogene c-myc, é um fator de transcricdo. Entretanto, c-Myc
induz a apoptose quando fatores de crescimento semelhante a insulina e fatores
de crescimento procedentes de plaquetas nao estao acessiveis (STAUNTON e
GAFFNEY, 1998). Quando os efetores de morte celular, a familia mais importante
no processo de apoptose é o grupo de proteases, chamadas de caspases
(GERMAN et al., 1998). Caspases sdo ativadas durante a apoptose e a clivagem
de certas proteinas estruturais por estas proteases causam algumas mudancas
morfolégicas que permitem identificar a célula em apoptose (PORTER e
JANICKE, 1997; STROH e SCHULZE-OSTHOFF, 1998).

A morte celular programada pode ser identificada de varias formas,
baseando-se apenas nos aspectos morfolégicos ou pela marcagao de algumas
proteinas chaves no fendmeno. Aspectos morfolégicos como a cromatina
altamente condensada e localizada radialmente no nucleo de células apoptéticas,
é facilmente detectada em microscopia eletrénica de transmissdao. Outra
caracteristica inclui o aumento da densidade do citoplasma, a presenga de blebs
na membrana celular, alteragdo na forma do nucleo e da célula (KERR et al.,
1972).

A marcagao de proteinas-chave no processo de apoptose constitui uma
ferramenta interessante no processo de identificar células em processo de
apoptose, tanto no tecido como em cultivo. A marcagdo das caspases e da
proteina Bax, define o estado bioquimico da célula no processo. A ativagdo de
caspases 8 e 9 determina o inicio do processo em cadeia de ativagdo das
caspases; ja a marcagao da ativagao da caspase 3, caspase efetora, ja determina
o final da cadeia, caracterizando um processo ja irreversivel da morte celular. A
expressao da proteina Bax, proteina pré-apoptética, sinaliza para um aumento a
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suscetibilidade da célula para apoptose (ADAMS e CORY, 1998; OLTVAI et al.,
1993).

Os testes de genotoxicidade como o Teste Cometa, possibilita também
observar fendbmenos apoptéticos adiantados, onde a quebra do DNA é facilmente
identificada e quantificada neste método. Como a base do processo de morte
celular programada é a quebra do DNA pela ativagdo das endonucleases, o que
caracteriza a irreversibilidade do processo, a visualizagdo dos fragmentos de DNA
adiciona informagdes favorecendo um diagnostico mais preciso do evento. Alguns
autores tém utilizado este teste para estudar os efeitos genotdxicos em linfécitos
de um grupo ocupacional exposto ao chumbo (BETTI et al., 1994; SINGH et al.,
1998; VODICKA et al., 1999), também confirmado pelos estudos realizados por
FRACASSO et al. (2002).

1.4.1. Chumbo e apoptose

Recentemente tem sido sugerido que existe uma interagao entre o sistema
neurotransmissor glutamatérgico e o neurotoxicidade induzido pelo Pb(ll). O
chumbo inibe a fungdo de receptores glutamatérgicos-N-metil-D-aspartato
(NMDA) (GUILART, 1997), afeta a expressdo de diferentes subunidades
receptoras NMDA (NIHEI e GUILARTE, 2001) e diminui a ligagdo de glutamato
dependente de estimulo (LASLEY e GILBERT, 2002). Uma vez que o glutamato e
seus receptores sao importantes nas mudangas sinapticas que, pensa-se ser,
essenciais no aprendizado e memoadria (MALENKA e NICOLL, 1999), desordens
cognitivas induzidas pelo Pb(ll), como deficiéricia de aprendizado observado em
criangas (FINKELSTEIN et al., 1998) deve resultar dos efeitos do Pb(ll) no NMDA
(GUILARTE, 1997) e liberagao de glutamato (LASLEY e GILBERT, 2002). A
morte neuronal induzida por espécies reativas de oxigénio (ROS) e stress
oxidativo podem ser mediados através de apoptose (CHANDRA et al., 2000).
Evidéncias acumulativas o ROS devem agir como moléculas assinaladoras para
iniciacdo e execugdao da morte celular por apoptose em muitos, senao todos
modelos atuais de morte celular programada (HENGARTNER, 2000). Além disso,
nao é incomum encontrar trabalhos relatando a exposicdo de metais com



36

apoptose. O envolvimento das ROS na apoptose induzida por metais tem sido
relatado para arsénio (BENNETT, 1999), cadmio (PLUQUET e HAINAUT, 2001) e
cromo (SIMONS, 1993). Existem poucos estudos que tém investigado e indicado
uma associagdo entre a exposicdo ao Pb(il) e a apoptose neuronal. O chumbo
pode romper a homeostase celular de calcio (SIMONS, 1993) e levando a morte
celular por apoptose (HE et al., 2000). A interagdo do glutamato com o Pb(ll)
resulta no stress oxidativo (NAARALA et al., 1995). Podendo agir como um gatilho
para a apoptose mediada por mitocondrias, que esta associada com a liberagao
do citocromo c e ativagdo da caspase 9, que subseqiientemente ativa a caspase
3 (GUILARTE, 1997), observado em retinas tratadas com Pb(ll) (HE et al., 2000).
Foi observado, portanto que a exposigao do Pb(ll) diminui a sintese de ATP, libera
o citocromo ¢ de mitocondrias, e aumenta a atividade das caspases da retina.
Retina isolada de rato exposta ao Pb(ll) produz apoptose em menos de 1 hora
(HE et al., 2000) enquanto que mais tempo foi necessario para que o Pb(ll)
sozinho ou associado ao glutamato pudesse causar apoptose em uma linhagem
em neurdnios mostrando diferentes mecanismos envolvidos. De acordo com os
resultados, a p53 nao esta envolvida com a contaminagdao do chumbo sozinho, ou
associado ao glutamato em neurénios de linhagem imortalizada GT1-7
(LOIKKANEN et al., 2003).

Uma vez que os efeitos causados pelo chumbo nos sistemas biolégicos
ainda encontram-se pouco elucidados, faz-se necessario investigar a que nivel
sub-letal este xenobionte é potenciaimente capaz de provocar danos aos
organismos vivos, inclusive ao homem. A partir destes fatos objetivamos
investigar os efeitos causados do Pb(ll) sobre um determinado tipo celular. O
modelo para esta investigagdo foi o macréfago peritoneal através de sistema in
vitro, fundamental para a compreensdao dos mecanismos toxicolégicos e
possibilitando outros estudos mais sofisticados. Os estudos in vitro permitem
controlar melhor os fatores exdgenos, os quais podem ser analisados
individualmente ou em combinagdo, da mesma forma que se pode utilizar
multiplas condigGes experimentais com populagdes de células obtidas de um
mesmo animal ou um pool de animais. As células utilizadas no presente trabalho
foram macréfagos peritoneais de camundongos Swiss, uma vez que estes sao
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bastante representativos do ponto de vista da homeostase organica e por ja
apresentarem um protocolo de cultivo bastante utilizado no departamento.
Esperamos com esta investigagao apontar alguns dos principais efeitos causados
pelo chumbo inorgéanico na fisiologia e morfologia celular, colaborando para o
conhecimento do mecanismo de toxicidade do Pb(ll) na célula. Esperamos ainda,
que os resultados alcangados através da aplicagdo destas técnicas, venham a
instigar novas e mais aprofundadas andlises dos efeitos que este xenobionte
pode e podera causar nos organismos vivos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do chumbo Inorganico Pb(ll) dissolvido no meio de

cultura em macréfagos peritoneais de camundongos Swiss (Mus musculus),

através de ensaios utilizando cultivo primario in vitro.

2.2. Objetivos especificos

v

Avaliar a viabilidade de macréfagos apdés o tratamento com duas
concentragdes e diferentes tempos de exposi¢do ao Pb(ll) diluido no
meio de cultivo, através da técnica de exclusdao do azul de Tripan;
Estudar o efeito de duas concentragbes diferentes de Pb(ll) em
macréfagos, através de estudos morfolédgicos comparativos
(microscopia de luz e microscopia eletronica) apds diferentes tempos
de exposigao;

Avaliar os efeitos do Pb(ll) na organizagdo estrutural do citoesqueleto
em macréfagos utilizando técnicas de imunofluorescéncia em
microscopia confocal, apds 72h de exposig¢ao;

Avaliar o potencial genotéxico do Pb(ll) em macréfagos apdés 72h de
exposicao;

Avaliar o efeito do Pb(ll) na expressao de proteina pré-apoptética Bax
em macréfagos apds 72h de exposicao, através de imunomarcagao e
microscopia confocal;

Verificar o efeito do Pb(ll) na capacidade fagocitica dos macréfagos
apés 72h de exposicdao em duas diferentes concentragdes diluidas no
meio de cultura;

Estudar o efeito do Pb(ll) na capacidade de adesao dos macréfagos
sobre a fobronectina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES

3.1.1. Lista dos imunomarcadores utilizados nas marcagoes

v

Fibronectina - esta molécula foi purificada no Laboratério de Matriz
Extracelular, do Departamento de Biologia Celular, a partir de plasma
humano fresco (obtido do Hospital das Clinicas - UFPR), por cromatografia
de afinidade em gelatina (Shepharose, Pharmacia, LK Biotechology,
Uppsala, Sweden) segundo metodologia descrita por AKIYAMA e YAMADA
(1985) e utilizada na concentragao de 10ug/mL.

Faloidina — microfilamentos de actina F foram detectados com a toxina
produzida pelo cogumelo Amantia faloide, conjugada com fluor-cromo
FITIC (isiotiocianato de fluoresceina) adquirido comercialmente da
MOLECULAR PROBE. A diluicao utilizada foi 1:250, em PBS/BSA 1% por
20 minutos.

DAPI - (4, 6 Diamino-2-fenilindole, dihidrocloride). Foi adquirido
comercialmente da MOLECULAR PROBE (Eugene, OR, USA), diluido
1:10.000 em PBS/BSA 1%, por 5 minutos.

Bax — Santa Cruz, USA — Anticorpo policlonal produzido em coelho
(anticorpo secundario ALEXA FLUOR 594), adquiridos da MOLECULAR
PROBE, (Eugene, OR, USA). Foi utilizado com diluigdo de 1:300 em
PBS/BSA 1%/saponina 0,01% por 30 minutos.

FAK — Santa Cruz — SC — 558G — Anticorpo policlonal produzido em cabra
(anticorpo secundario ALEXA FLUOR 594), adquiridos da MOLECULAR
PROBE, (Eugene, OR, USA). Foi utilizado com diluicdo de 1:300 em
PBS/BSA 1%/saponina 0,01% por 30 minutos.

Integrina o5 — anticorpos monoclonais de coelho que reconhecem a porgao
(aminoterminal) da integrina -5, foram adquiridos comercialmente
(CHEMICON INTERTIONAL INC., Temecula, CA, USA) e utilizados na
concentragao de 0,2mg/ml. Como anticorpo secundario empregamos anti
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IgG de coelho produzido em cabra (Conjugado com Alexa Fluor 488),
adquiridos da MOLECULAR PROBE, (Eugene, OR, USA). Foi utilizado
com dilui¢éo de 1:300 em PBS/BSA 1%/saponina 0,01% por 30 minutos.

Lista'de reagentes utilizados

Antibiético Estreptomicina (Sigma — USA)

Antibidtico Penincilina (Sigma — USA)

Acetona (Merk — Alemanha)

Acido cacodilico (Serva — Feinbiochemia — Gmbh & Co)
Acido acético glacial (Synth — Brasil)

Acido picrico P.A. (Cinética — Brasil).

Acetato de uranila (TED PELLA, Inc.).

Agarose (Standard Low-MR) da Biorad Laboratories, Inc. (Hercules, C,
EUA).

Alcool Etilico (MERK — Alemanha)

Alexa Fluor 488 — (MOLECULAR PROBE)

Azul de toluidina da Fisher Scientific Co. (Fair Laun, NY, EUA).
Azul de Tripan (Gibco — USA)

Bicarbonato de sédio (Reagen — Brasil)

BSA (Soro bovino de albumina — Sigma — USA)

Cacodilato de sddio (Reagen — Brasil).

CHumbo inorganico Pb (NO3). (Aldrich Chemical Company, Inc. — USA)
Cloreto de calcio (Reagen — Brasil)

Cloreto de potassio P.A. (Reagen — Brasil)

Cloreto de Sédio P.A. (Reagen — Brasil)

Corante Brometo de etideo (Sigma — USA)

DAPI (Molecular PROBE, Eugene, OR, USA)

Detergente Extran (Merk — Alemanha)
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DMSO (1,2-diamenoetano, 1,3-deaminopropano, demetilsulféxido da
Aldrich Chemical Company, Inc. (Milwauker, WI, EUA).

EDTA (Acido Etilenodiaminotetra acético — Synth — Brasil)
Etanol P.A. (Merk — Alemanha)
Eter etilico P.A. (Quimex — Brasil)

Fluormont G - Electron Microscopy Science (EMS) P.O. Box 251, 321
Morris Road Ft. Washington, P.A. 19034

Formol (Quimex — Brasil)

Fosfato de sédio dibasico P. A. (Vetec — Brasil).
Fosfato de sdédio dibasico P. A. (Cinética — Brasil).
Giemsa (Merk — Alemanha)

Glicina (Merk, Darmstadt, Alemanha).
Glutaraldeido (Sigma — USA)

Hepes (N-[2-hidroxyethylpiperazine — N — [2-ethanesulphonic acid]) (USB —
USA)

Hidréxido de sédio (Reagen — Brasil)

Laminulas de microscopia 13mm (Glass Técnica Brasil)
Meio DMEM (Dulbecco modificado/Gibco — USA)

Oxido de propileno (Merk — USA)

Paraformaldeido (ampola da Ladd Research Industries, Burlington, VT,
USA)

PBS (MERK, Darmstadt, Alemanha)

Permount (Fischer Chemicals — USA)

Resina Epon - Electron Microscopy Science (EMS), Inc. USA

Revelador D-76 e fixador da Eastman Kodak Co. (Rochester, NY, EUA).
Reynold’s (Citrato de chumbo/Sigma — USA)

Saponina (Sigma Chemical Co / USA)

Sarcosianato de sédio (Sigma — USA)



v Soro bovino fetal (SBF/Cibco-™ - USA).

v' Solugao fosfato salina (PBS) — Reagen - Brasil

AN

D N N N N

Tetréxido de dsmio - Electron Microscopy Science (EMS), Box 251. FT
Washington P.A. 19034, 4% 19152, 2mL/amp.

TRIS (hidrometil aminometano) Reagen — Brasil
Triton X—100 (t-octylphenoxypolyethoxyethanol).
Unidade filtrante descartavel Millex GV (MILLEX)

Xilol (Quimex — Brasil)

42
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3.2. DESIGN EXPERIMENTAL COM MACROFAGOS (Mos)

Foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos Swiss Mus
musculus (Linné, 1758) machos, de dois meses de idade devido a facilidade para
obtencdo destes M¢s, que possuem menos tecido adiposo, com massa variando
entre 30 e 33g. Estes animais foram obtidos no Biotério do Setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana.

Os animais foram sacrificados por inalagao com éter etilico para exposi¢ao
do peritdnio. O lavado peritoneal foi coletado apds inoculagao de tampao fosfato
salina (PBS), pH 7,2 estéril, e em seguida, as células foram aspiradas e
plaqueadas em laminulas de vidro e em garrafas de cultura, mantidas em estufa
durante 30 minutos, a 37°C e 5% de CO,. Apéds este tempo, o sobrenadante com
células nao aderidas, foi substituido por meio de cultivo (DMEM/Gibco) com 15%
de soro bovino fetal (SBF/Gibco), 10 unid./mL de Penicilina, 10 pg/mL de
Estreptomicina, 2,2g/L de bicarbonato de sédio e 2,5¢/L de hepes. Os macréfagos
foram mantidos em cultura por 24h a 37°C e com uma atmosfera umida de 5% de
CO,. Apés essas 24h, as células foram tratadas com chumbo inorganico [Aldrich
Lead |l nitrato, Pb(NO3),] em duas concentragdes, 20 e 40uM, ficando expostas
ao metal pelos periodos de 4h, 24h e 72h, acompanhadas de um grupo controle
nao exposto. Os grupos experimentais e as repeticbes foram realizados em
quadruplicatas para cada tratamento.

3.3. VIABILIDADE CELULAR

Para o teste de viabilidade celular, utilizou-se o0 método da exclusao de
Azul Tripan, no qual a monocamada de células foi “removida” através da
raspagem das garrafas com uma cellscraper e centrifugadas a 1500 rpm por 5
min. JA os macrofagos aderidos nas laminulas, o Azul de Tripan foi utilizado
diretamente sobre os mesmos. Apos 5 minutos, foi realizada a contagem das
células pela exclusao do azul de Tripan para ambos os testes. A percentagem (%)
de células viaveis foi segundo (HUDSON e HAY, 1989).
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3.4. ANALISE MORFOLOGICA
3.4.1. Microscopia de Luz (ML)

As laminulas com as células foram fixadas em Bouin por 5 minutos e
lavadas 3X em alcool 70%. Posteriormente, os macréfagos foram corados com
Giemsa (1:5 dH2O, pH entre 6 e 7) por 10 minutos. As laminulas foram entao
desidratadas em uma bateria crescente de etanol e xilol. Finalmente, elas foram
montadas em Permount, analisadas e fotografadas em microscépio optico
(ZEISS/AXIOPHOT/HBO 50).

3.4.1.1. Alteragdes Morfoldgicas de Macréfagos

Foram realizadas contagens dos M¢s que apresentavam as seguintes
alteragdes morfoldgicas: citoplasma claro e vacuolizado, apresentando varias
proje¢bes citoplasmaticas; granulos citoplasmaticos densos, nucleos (grandes,
lobulados, claros com muita eucromatina e nucléolo evidente). Contaram-se
campos contendo vinte células tanto para o grupo controle como para os grupos
tratados. Foram utilizados os testes estatisticos ANOVA seguido do teste
Dunnett’s (comparando-se com o controle).

3.4.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Os M®s foram fixados em solucao de Karnovsky modificado (glutaraldeido
2,5%; paraformaldeido 4%; cacodilato de sédio 0,1M; CaCl, 0,1M) por 2h, lavados
em tampao cacodilato de sédio 0,1M e pés-fixados em tetroxido de dsmio 1% em
tampao de cacodilato de sédio 0,1M por 1h. Em seguida foram entao
desidratados em série crescente de etanol P.A. (MERK®) e 6xido de propileno
(Sigma®), e incluidos em resina Epon (EMS®). Apés polimerizagdo em estufa a
60°C por 72h, os blocos foram trimados, realizados os cortes finos e corados com
azul de toluidina borificado 1%. Foi selecionada a regiao de cortes ultrafinos que
foram obtidos no ultramicrétomo (Sorvall-Blum/MT2-B-Ultra-Microtome). Os cortes
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foram contrastados com acetado de uranila 5% durante 30 minutos e solugéo de
Reynolds por 10 minutos, e posteriormente analisados no microscépio eletrénico
de transmissédo (JEOL — 1200 EXIl) do Centro de Microscopia Eletronica da
UFPR.

3.4.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os M¢s foram fixados em solugédo de Karnovsky modificado (glutaraldeido
2,5%; paraformaldeido 4%; cacodilato de sédio 0,1M; CaCl, 0,1M) por 2h, lavados
em tampéao cacodilato de sédio 0,1M e pés-fixados em tetréxido de 6smio a 1%
em tampéao cacodilato de sédio 0,1M por 1h. Os M¢s sofreram entdo nova
lavagem em tampao cacodilato de sddio 0,1M e foram desidratados em etanol
P.A da (MERK®). Apés passar pelo ponto critico (CO,) (CPD — Balzers) e por
metalizagdo (SCD-030-Balzers-Union SL 9496) com ouro, as células foram
observadas no microscoépio Eletronico de Varredura PHILIPS - XL 30 (Laboratério
LACTEC/UFPR).

3.5. FLUORESCENCIA E IMUNOFLUORESCENCIA

3.5.1. Imunomarcagao para microfilamentos de actina, Integrina os, Bax e
FAK.

Os M¢s foram fixados em paraformaldeido 2% (paraformaldeido 20% em
ampola da Ladd Research Industries, Burlington, VT, USA) diluido em PBS por 30
minutos a temperatura ambiente. Os radicais aldeidos foram bloqueados com
glicina 0,1M por 2 minutos. Posteriormente foram lavados duas vezes com PBS. A
membrana plasmatica foi permeabilizada com saponina 0,01% (Sigma Chemical
Co) em PBS por 20 minutos, e os sitios inespecificos foram bloqueados através
de BSA 1% (Sigma®). Em seguida, os M¢s foram incubados com os respectivos
anticorpos primarios, diluidos em PBS acrescidos de BSA 1% mais saponina
0,01% por 1h a temperatura ambiente. Apés submetemos a lavagens em PBS
(3X), posteriormente em PBS acrescido de saponina 0,01% mais 3 X. E mais 2X
com PBS. Apds estas lavagens, bloqueamos novamente os sitios inexpecificos
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com PBS acrescido de BSA 1% por 20 minutos. E incubamos com os respectivos
anticorpos secundarios ALEXA FLUOR 594 (para Bax e FAK) para integrina os o
fluorcromo foi ALEXA FLUOR 488.Para todos os secundarios empregamos uma
diluigao de 1:300 em PBS/BSA1%/saponina 0,01%, incubamos por um periodo de
30 minutos no escuro. Apds a incubagado lavamos 3X com PBS, posteriormente
em PBS acrescido de saponina 0,01% mais 3X, finalmente 2X com PBS. Ao
término das reacdes de imunomarcagao, o nucleo foi corado com DAPI (4, 6-
diamidino-2-fenilindole, dihidrocloride), durante 5 minutos (1:10.000 em PBS). Em
seguida, as laminulas contendo os macréfagos foram lavadas cinco vezes com
PBS, mergulhadas rapidamente em &gua bidestilada, montadas em laminas
(Glass Técnica Brasil) com Fluormont-G 2:1 em PBS (meio de montagem aquoso)
(SEM-Electron Microscopy Science, Washington, PA, USA), as laminulas foram
vedadas com esmalte isento de formol, observadas no microscépio confocal
(Nikon Eclipse E-800 acoplado a um Confocal Radiance 2100 device com 2
lasers).

3.5.5. Teste Cometa

O teste cometa foi realizado de acordo com o método desenvolvido por
SINGH e colaboradores, (1988), com pequenas modificagdes. Laminas de M¢s
foram montadas com 10 mL da suspensdo mais 120 mL de agarose de baixo
ponto de fusao (0,5%), a 37°C. As laminas permaneceram em uma solugao de
lise (ImL de Triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 mL de solugéao de lise estoque,
pH 10,0 — solugao estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10 mM, 8,0g NaOH
sédio, 10g de sarcosianato de sédio para 1L) em geladeira por 1h. Apés a lise, as
laminas permaneceram em tampao NaOH (0,3) + 1mM de EDTA pH>13 por 20
minutos para deshaturagdo do DNA e 20 minutos de corrida de eletroforese a
25V, 300 mA. Entao as laminas foram neutralizadas com Tris 0,4M por 15 minutos
e fixadas em etanol por 10 minutos. A coloragao foi realizada com o corante
Brometo de Etideo 0,02 g/mL. Em cada lamina preparada, 100 nucledides foram
analisados em fotomicroscopio ZEISS, e classificados visualmente em 4 classes
de acordo com o tamanho da cauda (0, 1, 2 ou 3), onde o tipo 0 equivale aos
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nucledides sem danos, e os demais representam nucledides com danos no DNA.
Para analise estatistica foi aplicado o teste do Qui-quadrado.

3.6. ATIVIDADE FAGOCITICA

Para os ensaios de fagocitose, os M¢s foram submetidos ao chumbo
inorgénico em duas concentragdes, 20 e 40uM, durante 72h, acompanhados de
um grupo controle. A atividade fagocitica foi avaliada a partir da interagdo com
leveduras Saccharomyces cerevisiae diluidas e homogeneizadas em 10 mL de
PBS (pH 7,4), Incubou as leveduras com os M¢s em uma relagdo de (10:1)
durante 1h. Apds o periodo de incubagédo, as células foram novamente lavadas
com PBS (pH 7,4) para remogao das leveduras nao fagocitadas. Posteriormente
foram fixadas e processadas para a microscopia de luz, e coradas com Giemsa
(MERK®). Em cada experimento foram realizadas 5 réplicas para cada grupo de
tratamento. Foram contados de 100 a 150 M¢s por laminula, sendo o n° total de
Mds, o n° de M¢s com leveduras e o n° de leveduras internalizadas determinadas
para cada amostra. O célculo do indice endocitico foi realizado segundo BUCHI e
DE SOUZA (1992; 1993), a partir da utilizagéo das seguintes equacdes:

% Ma = Ma /Mt

I.LE. = Mi/Ma x % Ma

Onde:

|.E. = indice endocitico

Mi = n° de microrganismos internalizados
Ma = n° de M¢s com microrganismos

Mt = n° total de M¢s

3.7. ENSAIOS DE ADESAO

As células foram mantidas em cultura conforme descrito anteriormente na
presenga e na auséncia de Pb(ll) em concentragdes de 20 e 40uM por periodos
de 72h em estufa a 37°C, 5% CO.. Posteriormente placas de 24 “wells” de
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Poliestireno (Nalge Nunc International Corporation-Naperville, IL, USA), foram
sensibilizadas por 2h em estufa a 37°C, 5% CO,, com fibronectina (10uM) diluida
em PBS estéril. Apds o periodo de 2 horas na estufa, as placas foram mantidas
overnight a 4° C. Posteriormente, no momento dos ensaios, os pogos foram
aspirados e lavados com PBS estéril, e os sitios inespecificos foram bloqueados
incubando com BSA 1% (Albumina sérica bovina (BSA) frasco V da Sigma
Chemical Co. (St. Louis,MO,USA) desnaturado pelo calor, diluido em PBS estéril
durante 1h a 37°C 5% CO,, Para controle de adesao inespecifica foi empregada a
albumina 1% (BSA).

Apds aos periodos de exposigao ao Pb(ll) nas diferentes concentragdes, as
células foram lavadas 2 vezes com meio (DMEM/Gibco), e posteriormente
plaqueadas (2 X 10°) nos pogos contendo previamente (500ul) de meio
(DMEM/Gibco). A viabilidade celular foi previamente avaliada pelo teste do Azul
de Tripan, onde tanto as células controles quanto as expostas a 20 ou 40uM de
Pb(ll) apresentaram em torno de (98% viaveis). Ap6s o periodo de adesao de 2
horas a 37°C 5% CO,, as células nao aderidas foram removidas cuidadosamente
por lavagens sucessivas com PBS. As células aderidas foram fixadas com
metanol PA (Merk®) por 10 minutos. Coradas com Cristal Violeta 0,8% (Sigma®)
dissolvido em 20% de metanol (Merck®) durante 10 minutos. Foram entao lavadas
10 vezes com PBS. Os resultados foram expressos apoés leituras de absorbancias
a 540 nm no leitor de Elisa (ELX 800, Universal Microplate Reader Bio-TEK
Instruments, INC.). O corante foi diluido com (1000ul de citrato de sédio 0.1M, 50
% etanol), por 30 minutos. Os resultados das absorbancias das células aderidas
em cada poco foram expressos em relagéo aos grupos controles, adesao sobre o
BSA. Cada variavel foi processada em triplicata. As células foram fotografadas
aleatoriamente (objetiva 10 x 10) em fotomicroscépio invertido (NIKON-Eclipse
8800).
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

3.8.1 Viabilidade celular

Para a viabilidade celular, 600 M¢s foram contados em laminulas e garrafas,
em trés repeticées de 200 M¢s cada. A média das trés contagens foi transformada
em percentagem de M¢s viaveis e representadas graficamente. Os testes
estatisticos realizados foram ANOVA seguido do teste Dunnett’s (comparado com
o controle).

3.8.2 Alteragoes morfolégicas dos macréfagos

Foram considerados M¢s alterados aqueles que apresentavam as seguintes
caracteristicas morfolégicas: citoplasma claro e vacuolizado com varias projecdes
citoplasmaticas; granulos citoplasmaticos densos, nucleos grandes, lobulados,
claros com muita eucromatina e nucléolo evidente. Quinze campos com vinte
células cada (cinco campos por laminula, totalizando 300 M¢s) foram contados
para o controle e para os grupos tratados. Foram utilizados os testes estatisticos
ANOVA seguido do teste Dunnett’s (comparado com o controle).
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4. RESULTADOS

4.1. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A andlise estatistica dos dados de viabilidade celular por tempo de
exposicao ao Pb(ll), mostrou que os M¢s do grupo controle apds 4h resultou em
mais de 90% dos M¢s viaveis (P < 0,01). Nas células mantidas por 24 e 72h nas
mesmas condi¢gdes houve um decréscimo na viabilidade chegando a 82% (P <
0,05). Ja os resultados para os M¢s expostos ao xenobionte tanto na
concentragdo de 20uM como na de 40uM, mostraram um decréscimo na
viabilidade (P < 0,05), sendo este valor significativamente diferente do controle,
embora nao tenha sido encontrada diferenga significativa entre os dois grupos
tratados. Quando comparados os dois métodos de cultivo aqui empregados
(laminulas e garrafas), observamos que embora nao ocorra diferenga significativa,
as células que cresceram em garrafas (Figura 2) tiveram uma viabilidade
ligeiramente maior quando comparadas com as que cresceram em laminulas
(Figura 1).
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Figura 1 — Gréfico de viabilidade celular de macréfagos cultivados em laminulas e
submetidos a exposi¢ao de duas diferentes concentragdes de chumbo inorgéanico Pb1 (20
puM) e Pb2 (40puM), (p<0,05).
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Figura 2 — Gréfico de viabilidade celular de macréfagos cultivados em garrafas e
submetidos a exposicao de duas diferentes concentragées de chumbo inorganico Pb1 (20
MM) e Pb2 (40uM), (p<0,05).

4.2. ANALISE MORFOLOGICA
4.2.1. Microscopia de Luz (ML)

Os Macréfagos peritoneais foram tratados com chumbo inorganico em
duas concentragdes, 20 e 40uM, durante 4, 24 e 72h. Utilizando critérios
morfolégicos, foram diferenciados os M¢s "com alteragbes estruturais dos
controles. Os M¢s residentes apresentaram citoplasma escasso e auséncia de
granulos citoplasmatico densos, nucleo pequeno, escuro, oval ou reniforme
(Figura 7A). Observagdes realizadas nos M¢s dos grupos controle mostraram que
a maioria das células apresentaram-se com caracteristicas de residentes, no
periodo de 4, 24 e 72h. Ja os M¢s identificados como células morfologicamente
alteradas, apresentaram citoplasma claro e vacuolizado com varias projecées
citoplasmaticas, sendo que alguns deles apresentaram granulos citoplasmaticos
densos, nucleos grandes, lobulados, claros com muita eucromatina e nucléolo
evidente (Figura 7B e C).
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Observou-se que as alteragdes dos M¢s expostos a ambas concentragbes
de Pb(ll) foram significativamente maiores se comparadas com o grupo controle.
Acima de 75% dos macréfagos tratados apresentaram-se com alteragbes
morfolégicas para os 3 tempos de exposigao (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3 — Gréfico de alteragdo morfolégica em macréfagos peritoneais de camundongos
apos a exposigao in vitro ao chumbo, cultivo primario em garrafas. Observe que o metal
altera significativamente a morfologia das células em relagao ao controle (p < 0,05).

4.2.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET).

Os resultados apresentados pelos macréfagos expostos a 20 e 40uM de
Pb(ll) sao bem evidentes em relagdo aos aspectos morfologicos e estruturais
quando comparados com os macrofagos do grupo controle. Macréfagos do grupo
controle cultivados por 4h (Figura 8A) mostraram o nucleo, o reticulo
endoplasmatico granular, o envoltério nuclear e as mitocondrias com aspectos
morfoldgicos preservados. O mesmo pode ser observado para os macréfagos que
permaneceram cultivados por 24h nas mesmas condi¢des (Figuras 8B). Detalhes
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da integridade dos M¢s do grupo controle podem ser obsevada na figura 11.
Integridade da membrana nuclear e condensagdo normal da cromatina (A, C),
reticulo endoplasmatico e membrana plasmatica (D) e citoplasma com aspecto
normal (A, B e C). Os M¢s submetidos a 20uM de Pb(ll), apresentaram alteragoes
ultraestruturais, importantes o que permitiu evidenciar o efeito do chumbo nestas
células observadas nos 2 tempos de exposi¢ao, isto &, 4 e 24h. Nos M¢s expostos
por 4h (Figura 9A), estes apresentaram o nucleo com a cromatina altamente
condensada e muitos vacuolos, portanto esses macréfagos apresentaram o
aspecto morfolégico do citoplasma muito comprometido. Os M¢s expostos por
24h (Figura 9B) apresentaram alteragbes morfolégicas semelhantes as
encontradas nos M¢s expostos por 4h. Além dessas alteragbes, podem ser
observados M¢s apresentando blebs e varios filopddios (observados também em
MEV). Os M¢s expostos ao Pb(ll) (Figura 9D) apresentaram grandes vacuolos,
estes ocupando a maior parte do citoplasma, também foram observadas
organelas alteradas e a presenga de blebs. O M¢ (Figura 9E) apresentou a
cromatina muito condensada e blebs em praticamente toda a extensao da
superficie celular. Os M¢s tratados com 40uM de Pb(ll), apresentaram mudangas
morfolégicas semelhantes quando comparados com os M¢s tratados com 20uM.
As alteragbes apresentadas por esses M¢s apés 4h de exposigéo (Figura 10A)
foram: a presenca de um grande vacuolo com estruturas celulares internalizadas
como mitocondrias, a presenca de vesiculas de tamanhos variados e outras
estruturas que nao foram identificadas. Nos M¢s expostos por.4 horas (Figura
10B), pode ser observado a presenca de nucleo apoptético e em 24h (Figura 10C)
ha presenca de muitos blebs na maior parte da superficie celular, e na regiao
superior dessa mesma figura pode se observar um M¢ apresentando nucleo
apoptético. Alteragdes morfolégicas como a presenga de vacuolos também pode
ser observadas (Figura 10D). Os M¢s expostos por um periodo de 72h (Figura
10E e F) se apresentam com as seguintes alteragées morfolégicas: pequenas e
numerosas vesiculas, muitos filopédios, o que pode ser observado também em
MEV. Na Figura 10F observamos indicios da presenga de nucleos apoptéticos.
Na figura 12 estdo representadas as principais alteragbes associadas a morte
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celular programada. Como nucleo apoptético (A), cromatina altamente
condensada (B), vacuolos (C), blebs (D). Podemos também observar a presenga

de vacuolos com material eletrondenso no citoplasma (E e F).

4.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Pode-se observar pelos resultados que as alteragbes encontradas nos
grupos expostos ao Pb(ll) sdo evidentes comparativamente em relagdo a
superficie e morfologia das células controle nas duas concentragbes testadas.
M¢s do grupo controle mostraram claramente um espraiamento ao longo do
tempo, onde geralmente projegcbes do citoplasma vao se formando e se
estendendo sobre o substrato. (Figura 13A, B, C, D). Os M¢s cultivados por 4h
(Figura 13A) se apresentaram arredondados com pequenas proje¢des do tipo
filopodios, enquanto os M¢s cultivados por 24h (Figura 13B) se apresentaram
mais alongados com alguns filopédios e nas extremidades dessas células ha
presenca de pequenas proje¢des do tipo lamelopddios. Os M¢s cultivados por 72h
(Figura 13C e D) se mostraram com aspecto morfolégico semelhante aos M¢s
cultivados por 24h, porém, em alguns casos, com um niimero maior de filopédios,
sendo estes mais longos. Os M¢s submetidos a concentragao de 40uM de Pb(ll)
apés 4h de exposi¢cao (Figura 14A) apresentaram formato arredondado, com
poucos lamelopddios, mas com um grande numero de filopddios, estando estes
distribuidos por toda a extensdo das células. Os M¢s apés 24h de exposi¢ao
apresentaram lamelopddios principalmente nas extremidades de grandes
projecdes e na maior parte da extensao desses M¢s ha a presenga de muitos
filopédios (Figura 14B, C e D). Na superficie dos M¢s da Figura 14B ha a
presenca de blebs (observados também em MET). Os M¢s submetidos a
concentracao de 20uM de Pb(ll) apds 72h de exposicao apresentaram filopddios,
podendo estes serem curtos e em todas as dire¢gdes (Figura 15A) ou serem
menos numerosos mas, apresentando-se mais longos (Figura 15B). Na Figura
15C, pode-se observar M¢s bastante espraiados, com varios lamelopddios e
filopédios alongados presentes em quase toda a superficie celular. Na Figura 15D

observamos que os M¢s se apresentaram com muitos filopédios em quase toda a.
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extensdo da célula, porém esses filopddios se mostraram mais reduzidos no
comprimento quando comparados com os M¢s da Figura 15C. Aqui também pode
ser observado M¢$ com a presenga de blebs. Na presenga de maior concentragéo
de Pb(ll) (40uM), as células expostas pelo periodo de 72h se apresentaram
também bastante espraiadas e com lamelopédios mais evidentes nas
extremidades celulares. Filopédios longos se concentraram mais nas
extremidades (Figuras 16A, B e C). O M¢ que apresentou uma morfologia mais
arredondada (Figura 16D) possui poucos lamelopddios, ao contrario dos M¢s que
possuem uma morfologia mais alongada, o que apresenta abundantes
lamelopddios em toda sua extensao. Visto que a nitida alteragdo estrutural ocorre
nos M¢s expostos ao xenobionte onde estes apresentam com expansdes
membranares bem distendidas. Passamos neste momento com técnicas de
imunomarcacéo desvendar se estas expansoes sdo para dinamicas de adesdo ou
migragéo celular (frente a organizagéo de lamelopddios e contatos focais), ou se
estas expansdes membranares induzidas sob exposi¢ao dose dependente ao
Pb(ll) sdo emissbes de pseuddpodos, os quais estariam sendo ativados para
estimulo fagocitico sob agdo deste xenobionte. Para tanto, iniciamos o
rastreamento por imunomarcadores dos microfilamentos de actina.

4.3. EFEITO DO Pb(ll) NA REORGANIZAGAO DOS MICROFILAMENTOS DE
ACTINA

As células controle (Figura 17A), tratadas com 20uM (Figura 17F), e
tratadas com 40uM (Figura 17K) sao sobreposicbes dos planos focais
subseqiientes. Podemos observar nos M¢s do grupo controle (Figuras de 17A a
17E) uma distribuicdo dos microfilamentos de actina por toda extensao celular
distribuindo-se em todos os planos focais. Nao ha& concentragdo deste
componente do citoesqueleto em regides especificas, sendo encontrados nas
projegoes celulares de membrana nas microespiculas e filopédios. Observa-se
uma integridade morfolégica, onde o padrao de marcagao para os microfilamentos
se mostrou condizente com os encontrados na literatura.
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Nos M¢s tratados com 20uM de Pb(ll) observamos uma nitida mudanga na
morfologia das células (como anteriormente mostrado nas imagens de MEV),
onde estas se apresentaram mais espraiadas com projegoes do tipo lamelopddios
nas extremidades das projecdes citoplasmaticas. Exatamente nestes pontos é
observada uma intensa deposicdo dos microfilamentos de actina e uma
distribuichio menos intensa pelo restante da célula, demonstrando uma
distribuicdo irregular da proteina, a qual assume um papel de “fibras de stress’
desvirtuando sua funcao de “explorar’ o substrato, o que define o comportamento
da célula (Figuras de 17F a 17J).

As alteragdes morfoldgicas descritas para os M¢s tratados com 40uM de
Pb(ll) através da MEV, séo evidenciadas e confirmadas quando observamos os
resultados de marcagdo dos filamentos de actina. As proje¢des celulares sao
mais longas e afiladas com intensa marcagao para os microfilamentos de actina,
estando estes também presentes por toda a extensdo do corpo celular,
confirmando a presenga continua de filopddios por toda a extensao da célula, o
que foi observado nas imagens de MEV. Tal distribuicao embora se assemelhe ao
material controle, é diferente morfologicamente (como descrito para as imagens
de MEV), caracterizando algum tipo de disturbio na organizagao da actina nestas
regioes da célula (Figuras de 17K a 170). Estes resultados sugerem estimulo de
adesdo, migracdo ou mesmo fagocitose. Para desvendarmos tais dindmicas
marcamos FAK.

4.4, EFEITO DO CHUMBO INORGANICO NA ADESAO DOS MACROFAGOS

4.4.1. Imunomarcagao de FAK

A distribuicdo das quinases de adesdo focal (FAK) na superficie dos
macréfagos se assemelha aquela descrita para os microfilamentos de actina, ou
seja, distribuindo-se por toda a superficie celular (Figuras 18D e 18G). Apds o
tratamento com Pb(Il) em 20 e 40uM, é observado uma intensa e nitida marcagao
para FAK ao longo das projecoes celulares, fato semelhante ao padrao observado
para os microfilamentos de actina (Figuras 18E, H, F e I) e pouco distribuido ao
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longo de toda a superficie celular. Este resultado estd demonstrando a
associagao destas proteinas na dindmica celular dos M¢s, em associagdo com
proteinas acessérias modulando a dindmica dos M¢s frente a reorganizagéo dos
pontos de adesao focal via microfilamentos de actina (Figura 17). Desta forma,
esta marcagao sugere estarem os M¢s tendo estimulo para adesdo ou migragao
celular. Para comprovarmos estas dindmicas, fizemos uma marcagdo para
integrinas as, a qual nos proporcionara e elucidara estas projegdes decorrentes da
exposi¢ao ao Pb(ll), serem pontos de adesao focal e ndo pseuddépodos.

4.4.2. Imunomarcagao para receptor de membrana (Integrina os)

Através da imunomarcagao para os receptores de Integrina as, observamos
que no material controle (Figura 19A) ocorreu a presenga de intensa marcagao na
forma de clusters no plano focal. Como observado anteriormente, estas células
mantém-se espraiadas e com poucos prolongamentos citoplasmaticos. A intensa
marcagao em clusters apontou os pontos de adesao celular a matriz extracelular.
Os macréfagos expostos a agdo do chumbo nas concentragdes de 20 ou 40uM
apresentaram-se nitidamente mais espraiados com caracteristicas projecoes
membranares onde se vé clustering de receptores para integrinas, sugerindo
dinamica de adesao e ou migragao celular, excluindo a hipétese de estimulo de
fagocitose. Estes dados devem ser analisados com auxilio das imagens das
Figuras 17A, 17F e 17K, onde ha deposi¢gdo também nestas projecées dos
microfilamentos de actina. Tais resultados demonstraram que quando as células
estdo expostas ao metal, os clusters de integrina estavam mais associados aos
lamelopddios e ndao aos pseuddpodos vistos que estes na presenga deste
xenobionte diminuem a dindmica de fagocitose (Figura 6). Sendo assim, estas
projecées pertencem a dinamicas de migracdo, adesdo e espraiamento, onde
provavelmente as células expostas estejam com um comportamento migratério
aleatério ou desenvolvendo uma estratégia de sobrevivéncia, se mantendo
aderidas ao meio (Figura 19). Para assegurarmos ainda mais a diminuigdo do
estimulo fagocitario empregaremos, mais tarde, ensaio de fagocitose com
levedura. Neste momento faremos a avaliagao da adeséo sobre a fibronectina.
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4.4.3. Adesao de macréfagos sobre fibronectina

Podemos observar que os M¢s nao tém estimulo adesivo a fibronectina, os
M¢s controles aderem similarmente aos M¢s que aderiam sobre o BSA (controle
negativo de adesao). Observamos ainda neste grafico, que a agao do Pb(ll) em
concentragbes de 20 e 40uM nao altera o processo de adesao nem para o
substrato de BSA como para fibronectina (Figura 4). Nao podemos concluir com
estes resultados que o Pb(Il) ndo maximize ou mesmo impeg¢a a adesao dos Mo¢s
sobre as demais proteinas. Apenas que a FN nado houve acdo direta deste
xenobionte nesta dindmica.

Frente aos resultados onde ha nitido comprometimento da integridade
ultraestrutural dos M¢s expostos ao xenobionte, tanto na concentragdo de 20 ou
40uM, é que foi possivel observar figuras de sofrimento celular especificamente
por apoptose. Nesta fase, faremos 2 experimentos para ainda mais reforgar a
indugéo da apoptose observada ultraestruturaimente, para tanto empregaremos
teste cometa e imunomarcagao com Bax.

Adesao sobre fibronectina
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Figura 4 — Grafico representando o perfil adesivo de macréfagos sobre fibronectina (FNg
e sobre BSA (controle negativo) em absorbéncia de 540 nm. Foram plaqueadas 2 X 10
céls/pogo de placas de 24 pogos. Barra no centro das colunas indica o desvio padrao.
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4.5. EFEITO DO Pb(ll) NA INDUGAO DE APOPTOSE

4.5.1 Indugao de proteina pré-apoptoética Bax

Os resultados de expresséo da proteina Bax confirmaram as imagens obtidas
com a MET, onde figuras apoptéticas foram identificadas nos grupos de células
expostas a ambas as concentragdes de Pb(ll). As Figuras 20A, 20F constituem
sobreposi¢des dos planos focais subsequentes, e demonstraram que a presenga
do chumbo no meio de cultivo € um forte indutor da expressao desta proteina. Os
M¢s expostos a concentracdo de 20uM Pb(ll), mostraram claramente que a
proteina Bax é expressa em maior quantidade e em um maior nimero de células
quando comparada com as células do grupo controle, as quais apresentaram uma
sutii marcacdo para a proteina. Na mesma figura pode-se observar que a
morfologia do nucleo, evidenciada pelo DAPI, mostra uma redugao de tamanho
do mesmo e em alguns casos caracterizando figuras nucleares apoptéticas
tipicas (Figuras 20A, 20F).

4.5.2. Fragmentagdo de DNA

No que se refere a fragmentagao de DNA determinada pelo Teste Cometa,
nos dois grupos de M¢s expostos ao Pb(ll) (20 e 40uM) apés um periodo de 4h,
nao foi observada diferenga significativa entre o grupo. controle e aqueles
expostos ao metal. No tratamento de 24h, o grupo exposto a 20uM Pb(ll) ndo
apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo controle, no entanto, o
grupo exposto a concentragdo de 40uM de Pb(Il) mostrou-se significativamente
diferente em relagdo ao controle (P < 0,01). O mesmo acontece nos grupos
expostos por 72h, para as duas concentragdes testadas em relagdo ao grupo
controle (P < 0,05 e P < 0,001 respectivamente) (Figura 5 e 21).
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Figura 5. Frequéncia comparativa (%) de diferentes tipos de figuras de cometas entre
macréfagos dos grupos testados. [Pb(ll) 20 uM e Pb(ll) 40 uM] e grupo controle apds 4 e
72 h. (A) tipo 0, (B) tipo I, (C) tipo Il e (D) tipo Ill. Bar = 8um
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4.6. ATIVIDADE FAGOCITICA

Os resultados de atividade fagocitica apds 72h de exposicdo as duas
concentragdes de chumbo inorganico, confirmaram os dados de alteragoes
morfolégicas descritas acima, da mesma forma que demonstraram que tais
alteragdes morfoldgicas diminuem significativamente a atividade fagocitica destas
células. A atividade fagocitica foi analisada a partir da interagdo dos macréfagos
com as leveduras Saccharomyces cerevisiae. O indice de atividade fagocitica dos
grupos tratados com Pb(ll) ndo apresentou diferenga significativa entre si (P >
0,05), no entanto, os grupos tratados apresentaram um indice fagocitico
significativamente inferior quando comparados com o grupo controle (P < 0,05)

(Figura 6 e Figura 22).
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Figura 6 — Grafico do indice de atividade fagocitica de macréfagos peritoneais de
camundongo na presencga de leveduras Saccharomyces cerevisiae, apés 72 horas de
exposicdo a 20 e 40uM Pb(ll). As células foram cultivadas em laminulas e aquelas
tratadas pelo metal se mostraram significativamente afetadas se comparado ao grupo
controle (p< 0,05).
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Figura 7 — Alteragdes morfoldgicas em M¢s cultivados por 72h observados no MO. (A)
controle: células com caracteristica de residentes, (B) células expostas ao Pb 20uM,
(C) ceélulas expostas ao Pb 40uM. barra = 16pm.

Figura 8 - M¢s do grupo controle observados no MET. (A) 4h de cultivo, (barra = 2um),
(B) 24h de cultivo (barra = 5pm). N=nucleo.



Figura 9 - M¢s do grupo exposto ao Pb 20uM observados no MET. (A) 4h de
exposigao (setas = morte celular) (barra = 5um), (B) 24h de exposig¢ao (seta
= bleb) (barra = 2um), (C) 24h de exposi¢do (seta inferior = blebs, seta
superior = nucleo apoptético) (barra = 5um), (D) 24h de exposigao (seta =
bleb) (barra = 2um) e (E) 24h de exposigao (setas menores = blebs, seta
maior = nucleo apoptético) (barra = 2um), (F) 24h de exposigao (barra =
2pum). N=nucleo, V = vacuolo.
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Figura 10 - M¢s expostos ao Pb 40uM observados no MET. (A) 4h de
exposigao (V = vacuolo com muitas vesiculas internalizadas) (barra = 2pm),
(B) 4h de exposigao (seta = nucleo apoptdtico) (barra = 5um), (C) 24h de
exposigao (setas = blebs) (barra = 2um), (D) 24h de exposigado (setas =
blebs) (barra = 2um) e (E) 72h de exposigao (seta = filopddio) (barra = 2um),
(F) 72h de exposi¢do (setas = filopddios), (barra = 2pm). N=nucleo,
V=vacuolo.
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Figura 11 - M¢s do grupo controle observados no MET. Observar integridade da
membrana nuclear e condensagao normal da cromatina (A, C), RE e membrana
plasmatica (D) e citoplasma com aspecto normal (A, B, C). barra = 2um.
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Figura 12 - M¢s do grupo exposto ao Pb observados no MET. Observar nucleo
apoptético (A), cromatina extremamente condensada (B), vacuolos (C) e blebs
(D), alteragdes que podem evidenciar morte celular programada. Observar
também a presencga de vacuolos com material eletrondenso no citoplasma (F) em
detalhe (E). barra = 2um.
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Figura 13 — M¢s do grupo controle observados no MEV. (A) 4h de cultivo, (B) 24h de
cultivo, (C e D) 72h de cultivo.

Figura 14 — M¢s do grupo exposto ao Pb 40uM observados no MEV. (A) 4h de
exposigao, (B, C e D) 24h de exposigao.
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Figura 15 — M¢s do grupo exposto ao Pb 20uM observados no MEV. (A, B, C e D)
72h de exposigao.

Figura 16 — M¢s do grupo exposto ao Pb 40uM observados no MEV. (A, B, C e D) 72h
de exposigao.
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Figura 17 — Mg¢s cultivados por 72h observados no microscoépio
confocal com marcagao para microfilamentos de actina. (A, F e K) sao
sobreposigdes dos planos focais sub-sequentes, (A, B, C, D e E)
Controle: observamos uma distribuigao dos microfilamentos por toda
extensao celular. (F, G, H, I, J) Pb 20uM observamos nitidas
mudangas morfologicas, e (K, L, M, N, O) Pb 40uM: células
apresentando projegbes mais longas e afiladas. Aumento: 600X.
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Figura 18 - Mg¢s cultivados por 72h observados no M. confocal com
imunomarcagao para FAK. (A, D e G) controle: apresentam adesao focal por
toda extensao celular, (B, E e H) Pb 20uM e (C, F e |) Pb 40uM , observamos
uma intensa marcagao ao longo das projegdes celulares. Aumento: 600X.
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Figura 19 — Mg¢s cultivados por 72h observados no M. confocal com
imunomarcagao para integrina os. (A) Controle: apresentam uma intensa
marcagao na forma de clusters por toda superficie em contato com o substrato,
estabelecendo caracteristicos pontos de adesao focal, (B) Pb 20uM e (C) Pb
40uM, apresentam nitidamente mais espraiados com caracteristicas projegoes
membranares onde se vé clustering destes receptores. Aumento: 600 X.
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Figura 20 — M¢s cultivados por 72h observados no M.
confocal com imunomarcagao para Bax. (A, E) sao
sobreposigdes dos planos focais subsequentes. (A, B, C, D)
Controle: apresentam uma sutil marcagao para Bax quando
comparados com o grupo Pb 20uM (E, F, G, H). Observe no
inset da figura E marcagao do nucleo com DAPI onde se vé
0 nucleo bem menor, sugerindo apoptose celular. Aumento:
600X.
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Figura 21 - Nucledides de M¢s - teste Cometa. (A) tipo 0: sem
dano aparente, (B) tipo I: com pequeno dano no DNA, (C) tipo Il
com dano médio no DNA e (D) tipo lll: com alto dano no DNA.
barra = 8um.
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Figura 22 — Mos cultivados por 72h, periodo apos o qual entraram em contato com
Saccharomyces cerevisiae — ensaio de fagocitose. (A) controle com muitas leveduras
no citoplasma, (B) células expostas ao Pb 20uM e (C) células expostas ao Pb 40uM,
ambas as ultimas com menor numero de leveduras endocitadas. barra = 16um.
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6. DISCUSSAO

O chumbo [Pb(Il)] € um dos metais pesados com maiores riscos para a
saude do homem, devido a sua ampla distribuicdo no ambiente. Em 1995, o EUA
usou 1,4 X 10° toneladas de chumbo na produgdo de uma grande variedade de
produtos incluindo baterias, munigao, produtos de cristal, tintas de impressoras,
pesticidas e produtos industriais. Esse metal pesado apresenta uma grande
variedade de efeitos toxicos atribuidos a sua exposi¢cdo, que variam de
gastrointestinal, muscular, comportamental até genético. Contudo, algumas
pesquisas mostram que o Pb(ll) é capaz de inibir a expressao de gene e causa
mutag¢des cromossémicas (JOHNSON, 1998).

O Pb(Il) é um dos produtos que pode conduzir efeitos deletérios no tecido
nervoso (STRUZYNSKA e RAFALOWSKA, 1994; ADONAYLO e OTEIZA, 1999),
renal (FOWLER et al., 1994), imune (COHEN et al., 1994; RAZANI-BOROUJERDI
et al.,, 1999), e tecido reprodutivo (QUINTANILLA-VEJA et al., 2000), sendo
responsavel por uma variedade de estados patolégicos no homem (BATUMAN,
1993; GOYER, 1993). Esse metal pesado é classificado pela IARC (Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancer), como possivel carcinogénico para ao
homem. O cancer tem sido detectado em trabalhadores expostos ao chumbo
(STEENLAND e BOFFETTA, 2000) e um aumento nos riscos de gliomas foi
relatado em trabalhadores com um nivel de chumbo no sangue de 1,4 uM ou
acima. (ANTTILA et al., 1996).

O PDb(ll) encontrado no sangue da populagdo em geral estd na ordem de
0,5 — 1 uM e apresenta efeitos em o6rgaos, vias bioquimicas e sistemas
enzimaticos, (MILOSEVIC e MAIER, 2000) sendo que esse metal também se liga
a diferentes proteinas (AOKI et al., 1986).

Os mecanismos moleculares da toxicidade pelo Pb(ll) ndo sdo totalmente
conhecidos, mas fortes evidéncias indicam que ele pode atuar competindo com
cations enddgenos em proteinas ligantes em sitios de ligagdo, como o calcio e o
zinco (ZAWIA et al.,, 1998; GOLDSTEIN, 1993; HANAS et al.,, 1999). Esta
substituicdo pode promover novas mudangas conformacionais nessas proteinas e
com isso alterar o metabolismo celular e induzir alteragcbes na transcricao de
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genes (HANAS et al., 1999; BOUTON et al., 2001). Os mecanismos bioquimicos e
moleculares da genotoxicidade do Pb(ll) sdo pouco conhecidos e os resultados
desses estudos permanecem inconclusivos (ADONAYLO e OTEIZA, 1999;
ZELIKOFF et al., 1988; HARTWING, 1994; HARTWING e SCHLEPEGRELL,
1990; FRACASSO et al., 2002).

Na investigagdo sobre os mecanismos envolvidos na toxicidade de
xenobiontes no homem, freqientemente se usam modelos de cultivo celular. Eles
tém a vantagem de que, um amplo padrao de mudangas fisiolégicas e estruturais
pode ser analisadas sob condi¢cbes definidas, isto é, tempo e concentragdo
(MILOSEVIC e MAIER, 2000). Em algumas investigagoes, macréfagos (mondcitos
diferenciados) sao utilizados para testes com xenobiontes, porque sao células
altamente versateis com diversas e importantes fungdes (VAUX, 1981).

Os macréfagos sao células complexas envolvidas em uma variedade de
funcbes imunorregulatérias, fagocitose e degradativas e os efeitos do Pb(ll)
nestas células nao tém sido ainda bem documentados (SHABANI e RABBANI,
2000). No entanto, segundo os mesmos autores, o estudo em macréfagos
peritoneais pode fornecer importantes informagées quanto aos danos deste metal
no sistema de defesa do organismo. Nossos dados mostram que os efeitos do
Pb(ll) em macréfagos peritoneias de camundongos estao associados a diferentes
mecanismos, no entanto dois destes parecem depender diretamente do Ca*', a
morte celular e a organizagao e funcionamento do citoesqueleto. Embora varios,
dentre os resultados apresentados neste trabalho sejam consistentes com a
literatura, alguns aspectos nao foram ainda reportados, contribuindo assim com a
compreensao dos efeitos do Pb(ll) na estrutura e na fungao dos macréfagos.

No presente estudo foram aplicadas varias metodologias, como viabilidade
celular, microscopia de luz, microscopia eletrénica de transmissao e varredura,
imunomarcagao de microfilamentos de actina, FAK (quinase de adesao focal),
integrina o5, Bax, fagocitose, adesao (em fibronectina), e teste Cometa, com
objetivo de avaliarmos os possiveis efeitos que o Pb(ll) nas concentragcées de 20
uM e 40uM por um periodo de 4, 24 e 72h, poderia causar nesses macréfagos

peritoneais de camundongos Mus musculus.
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O indice de viabilidade celular constitui um importante elemento na
avaliagdo da condigéo experimental in vitro dando mais confiabilidade aos dados.
Os M¢s do grupo controle apresentaram um indice de viabilidade acima de 90%,
apés 28h de cultivo. Estes dados sdo comparaveis aos relatados por SHABANI e
RABBANI (2000) para macréfagos alveolares de camundongos. Quanto aos
efeitos, embora os mesmos autores ndo tenham observado efeito do Pb(ll) (15 e
240uM) na viabilidade dos macréfagos alveolares apds 3h de exposigao, nossos
dados mostraram que o chumbo afeta a viabilidade dos macréfagos peritoneais a
partir de 4 h de exposi¢do, tanto para 20 como 40 uM. Estes dados sao
confirmados por WOZNIAK e BLASIAK (2003) em linfécitos (10-100uM) e
KROCOVA e colaboradores, (2000) em linfécitos e macréfagos (1, 10 e 100uM).
Apds 48h de cultivo, os M¢s do grupo controle em garrafas mostraram-se mais
vidveis que em laminulas, no entanto esta diferenca nao foi suficiente para
comprometer os resultados obtidos com os M¢s cultivados sobre laminulas.

Utilizando critérios morfolégicos foram diferenciados M¢s com alteragées
estruturais de forma e comportamento de M¢s residentes (controle). Os M¢s
tratados com Pb(ll) apresentaram as seguintes alteragdes morfoldgicas:
citoplasma claro e vacuolizado com varias projeg¢des citoplasmaticas, sendo que
alguns deles apresentaram granulos citoplasmaticos densos; nucleos grandes,
lobulados, claros com muita eucromatina e nucléolo evidente. J4 os Mg¢s
residentes, os quais sao predominantes nos grupos controle, apresentaram
citoplasma escasso e auséncia de granulos citoplasmatico densos, nucleo
pequeno, escuro, oval ou reniforme.

Estes resultados nos mostraram que acima de 75% dos M¢s tratados
apresentaram-se com alteragdes morfoldgicas para os 3 tempos de exposi¢cdo. Os
resultados permitem sugerir que o Pb(ll) nessas concentragbes e tempos de
exposi¢oes induz uma série de alteragdes morfoldgicas.

Recentemente MISRA e colaboradores (2002) mostraram que Mos
peritoneais tratados com cadmio apresentaram alteragbes morfolégicas
significativas, como o aumento do volume celular e alteragdes nas bordas do
citoplasma, tipicas de células com estrutura do citoesqueleto alterada.
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Um trabalho realizado por BISHAYI e SENGUPTA (2003) com Mo¢s de
camundongo Swiss exposto ao acetato de chumbo mostrou que essas células
apresentaram alterag6es morfolégicas que podem ser a causa da redugao do
estado funcional dessas células. Também houve um decréscimo na adesédo com
o tempo e o indice quimiostatico foi decrescendo significativamente, o que pode
sugerir que a intoxicagdo por metais pesados in vivo pode de alguma maneira
alterar a forma, sinais da membrana e funcionalmente inativar as células
(BISHAYI e SENGUPTA, 2003).

Os nossos resultados de alteragbes morfolégicas causadas pelo Pb(ll)
parecem vir de encontro aos trabalhos realizados por MISRA e colaboradores
(2002) e BISHAYlI e SENGUPTA (2003), que o Pb(ll) mesmo em baixas
concentragdes pode levar a uma série de alteragées morfoldgicas significativas.
Essas alteragbes morfologicas poderao levar a um comprometimento em nivel
estrutural e molecular desses M¢s. Elas podem fazer com que essas células
apresentem uma série de disfungbes, como por exemplo dificultar o
reconhecimento de antigeno, o espraiamento e a realizacdo do processo de
fagocitose e com isso, inibir a capacidade funcional desses M¢s, e
consequentemente, comprometer o funcionamento do sistema imunoldgico do
individuo.

As alteragdes morfolégicas refletem o efeito bioquimico e/ou molecular de
contaminantes ou agentes téxicos na estrutura e funcionamento da célula. As
analises morfélogicas realizadas com os M¢s no presente trabalho, mostraram
que o Pb(ll) provoca diferentes tipos de alteragées visiveis em microscopia de luz
e eletronica. Os efeitos morfolégicos estdao relacionados principalmente com o
efeito do Pb(ll) na organizagédo e estrutura do citoesqueleto e morte celular. Tais
observagdes sao evidentes tanto pelas alteragdes na forma da célula como pela
presenga de diversos vacuolos no citosol faciimente observaveis em microscopia
de luz apés 72h de exposicdo. Os vacuolos citoplasmaticos observados nos
macrofagos afetados pelo Pb(ll), apresentaram tamanhos variados e nao contém
material no seu limen, no entanto ndo é possivel definir se estes representam
fagossomos ou se constituem um disturbio no fendmeno da fagocitose.
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Podemos observar através da microscopia eletrénica de trasmissao, que os
macréfagos expostos ao Pb(ll) apresentaram uma série de alteragoes
morfolégicas e estruturais quando comparados com os M¢s do grupo controle. Os
Mo¢s submetidos as duas concentragbes de Pb(ll), apresentaram alteragoes
morfolégicas importantes que permitiram evidenciar o efeito desse metal nestas
células, nos trés tempos de exposi¢ao. As alteragdes apresentadas por esses
M¢s como a cromatina altamente condensada, a presenga de muitos blebs e
grandes vacuolos. Todas essas alteragdes foram detectadas nos Mos que foram
tratados nas duas concentragdes de Pb(ll) e nos trés tempos de exposigao.
Portanto, o Pb(ll) nessas concentragdes, e nesses tempos de exposi¢gao, sao
capazes de induzir esses macréfagos a apresentarem grandes alteragées nao sé
morfolégicas como também estruturais, comprometendo com isso a identificagéo,
por exemplo das organelas. Trabalhos realizados por (KERR, et al., 1972) com
cortes de tecidos contrastados com uranila ou acetato de chumbo e examinados
através do MET, observaram que a cromatina se apresentava altamente
condensada em células apoptéticas. Outras caracteristicas dessas observagoes
incluem o aumento da densidade do citoplasma e a presenga de blebs na
membrana celular.

A microscopia eletronica tem dado evidéncia de uma alteragdo na
ultraestrutura das células (JENSEN et al., 1965). Ha também delgadas lesdes na
membrana nuclear, mas as anormalidades sao mais evidentes no citoplasma. O
complexo de Golgi é aumentado e as mitocondrias apresentam alteragdes nas
cristas (ALBAHARY, 1972).

Segundo LINDER e colaboradores (1999) observaram que macréfagos
apos a estimulagao, grandes mudangas ocorrem na morfologia dessas células
como por exemplo: a perda da simetria radial e mais alongados, numerosos
filopddios sao formados e os podosomos sao recrutados.

Com todas essas alteragdoes apresentadas pelos M¢s neste trabalho,
podemos afirmar, que o Pb(ll) nessas concentragoes e tempos de exposigao é
capaz de provocar uma série de alteragbes morfolégicas e moleculares como
mencionado acima, levando essas células ao comprometimento nao sé das suas
estruturas, como também dos processos fisiolégicos. Como por exemplo,
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podemos constatar que no teste de fagocitose realizado com esses M¢s, pode se
observar que houve uma diminuigao do indice endocitico, isto €, na capacidade
fagocitica dessas células, comprometendo assim o sistema imunolégico, ja que
estas células possuem um papel muito importante ligado ao sistema de defesa
dos organismos.

Varias alteragdes morfolégicas puderam ser observadas através de MEV
nos M¢s, principalmente apés 72h de exposicdo ao Pb(ll) nas duas
concentragdes, o que indica a proximidade entre essas concentragdes, que para
alguns autores podem ser consideradas concentragdes baixas do xenobionte
Pb(ll). Os M¢s do grupo controle mostraram claramante um espraiamento ao
longo do tempo, passando de células arredondadas (4h) para células mais
alongadas com dois ou trés projecdes regulares (72h) sobre o substrato. As
projecoes homogéneas dos M¢s observadas no controle ndo sao observadas nos
grupos tratados (20 e 40uM), onde elas apresentaram certa desorganizagao e sao
relativamente irregulares se comparadas ao controle (Figura 15B e 16A). Também
fica claro o aumento no numero de filopddios e a incidéncia de lamelopdédios nos
M¢s expostos ao xenobionte. A emissdo dessas proje¢bes marcadamente
observadas nos M¢s tratados, poderia estar interferindo na emissao de
pseuddépodos ou na eficiéncia da emissdo dos mesmos, fato corroborado pela
redugdo da capacidade fagocitica das células. Esta redugdo pode estar
relacionada com a interagdo do Pb(ll) com receptores de membrana e o
englobamento da levedura.

Apés 72h (20 e 40uM) observou-se uma maior incidéncia de blebs na
superficie celular, o que é uma das caracteristicas de morte celular por apoptose.
Em MET, blebs também foram observados apds 24h de exposi¢cao e a presenga
de nucleos picnéticos e intensa compactagao da cromatina apés 4h de exposicao,
0 que esta de acordo com caracter citotoxico do xenobionte testado.

As alteragoes descritas acima mostram claramente que o Pb(ll) nas duas
concentragdes testadas é autor de mudangas na estrutura do citoesqueleto dos
macréfagos, interferindo na sua morfologia e comportamento sobre o substrato. O
langamento irregular de todos os tipos de proje¢des do citoplasma e membrana
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nos diferentes tempos e concentragées, nao deixa duvidas do aspecto citotéxico
deste contaminante sobre o tipo celular utilizado.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a organizagdo
e/ou distribuicdo dos filamentos de actina também estdo sendo afetados pela
presenga do Pb(ll) nos M¢s. Tais alteragbes podem ser explicadas por um
conjunto de diferentes mecanismos, onde o Pb(ll) atua alterando a fungédo de
proteinas chave (Figura 14). Segundo RAZMIFSHARI e colaboradores (2001), a
timosina B4 é diretamente inibida pelo Pb(ll) alterando a organizagdo dos
filamentos de actina. Da mesma forma, que baixas concentragées de Pb(ll)
podem ativar a quinase C (TIAU e LAWRENCE, 1996; ZHENG et al., 2003),
interferindo em 2 mecanismos diferentes que podem alterar a organizagao dos
filamentos de actina ou a expressao génica (SMITH et al., 1998). Observamos no
entanto, que a quinase C ndo constitui a Unica via de interferéncia do Pb(ll) na
expressé@o génica. Segundo RAZMIFSHARI e colaboradores (2001) a presenga
deste metal altera diminuindo a fungdo de zinc finger proteins, as quais tém
também um papel direto no controle da expressao génica. Neste caso, o Pb(ll)
impede a formagdo de uma ponte entre a molécula de histidina e cisteina,
essencial na formagao do dominio da Zinc Finger Protein com o DNA. Somando a
isso, de acordo com TULLY e colaboradores (2000), o Pb(ll) pode aumentar a
expressdo da [-catenina, molécula importante na expressdo génica e na
formacao dos contatos focais. De uma forma geral, parece ser consenso para
alguns autores que o Pb(ll) age indiretamente na expressao génica através de
sua acao na transdugao de sinais (receptor, proteina G, IP3 e proteinas quinases)
(FUJUWARA e KAJI, 1999; ZAWIA et al., 2000; GUITY et al., 2002; WOZNIAK e
BLASIAK, 2003; ZHENG et al., 2003). No entanto, segundo SHABANI e RABBANI
(2000), alteragoes nos processos de transdugdo dos sinais pode ser o principio
para alterar a organizagdo dos filamentos de actina pelo Pb(ll), também
confirmado por ZHENG e colaboradores (2003).

Sabemos que a actina é uma das proteinas mais abundantes que ocorre
nas células eucariontes (KORN, 1982) e (SAUMON e BERRY, 1994). A
polimerizagdo da actina, miosina e o actinina esta envolvida no controle da forma
da célula, contragao e motilidade das células (MITCHISON e CRAMER, 1996;
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JANSON et al., 1992). Portanto, os microfilamentos de actina séo cruciais para a
polaridade, locomogéo e adesdo das células, e existe uma comunicagao entre os
microtubulos e a actina do citoesqueleto (WATERMAN-STORER e SALMON,
1999; SMALL et al., 1999a; SMALL et al 1999b; KELLER et al., 1984).

Os microfilamentos de actina estdo presentes nos lamelopddios e
filopédios que formam a periferia da célula e sao necessarios para o
espraiamento e motilidade celular. Fibras de stress s@o contrateis e servem para
desenvolver uma intensa fixagao no substrato (SMALL et al, 1999a). O processo
de polimerizagdo e despolimerizagdo da F-actina € um processo continuo. A
montagem desses filamentos de actina esta regulada por membros da familia Tho
de pequenas GTPases. Rho (promove a formagédo da fibra de stress e a
maturagao da adesao focal) regula a formagao das fibras de stress, ao passo que
a formacao dos lamelopédios e filopédios sdo regulados pela Rac (promove os
lamelopddios e a formagéo do complexo focal) e Cdc42 (promove a formagao dos
filopédios e o complexo focal), respectivamente (BRAGA et al., 1999).

O espraiamento é mediado pela Rac em dire¢do ao crescimento dos
lamelopddios (VASILIEV e GELFAND, 1981). Estudos tém demonstrado que
ativacao das Cdc42 é necessaria para a formagao de filopédios (JONES et al.,
1998; ALLEN et al.,, 1998). Além disso, a dinamica do rearranjo da actina do
citoesqueleto parece ser coordenada em espaco e tempo por vias de sinalizagao
intracelular envolvendo ativagdo de proteinas G. Recentemente, membros da
familia Rho das GTPases tém sido incluidas nas alteragdes do citoesqueleto
(TAPON e HALL, 1997). Portanto, o espraiamento e a organizagao da actina do
citoesqueleto em M¢s é regulado por Cdc42, Rac e Rho (ALLEN et al, 1997).

Existem dois dominios principais onde os filamentos de actina estao
concentrados na membrana plasmatica: nos lugares da adesao no substrato, e
nos lamelopddios e filopédios (VICTOR SMALL e KAVERINA, 2003).

Os complexos de adesao focal sdo exclusivamente ligados a filamentos de
actina, e a diferenca de tipos de complexos de adesao pode ser classificada de
acordo com a polimerizacdo dos filamentos de actina, aos quais eles estao
associados.(KAVERINA et al, 2002).
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Além da actina, outras proteinas do citoesqueleto estdo certamente
envolvidas na formacdo de sua estrutura, no espraiamento de M¢s e o
estabelecimento de sitios de adesao focal (PAVALKO e LA ROCHE, 1993). As
proteinas que estdo envolvidas no espraiamento de M¢s mediados por integrinas
incluem vinculina e talina (YORUKER e NIGGLI, 1992; LI et al, 1996).

A reorganizagdo da actina do citoesqueleto é uma parte integral da
resposta celular a uma variedade de sinais do ambiente. A remodelagem
adequada da actina do citoesqueleto é critica para os processos como divisao,
crescimento, adesao, e locomocao (BERTON e LOWELL, 1999).

A arquitetura do citoesqueleto é essencial para manutengdo da forma da
célula e da adeséao celular (ANSELME, 2000; ANTTILA et al, 1997) e avaliagdo
dos diferentes componentes € um bom indicador para o estado de ativagao de
macréfagos e pode assim ser usado como um sinal de indicios inflamatérios
potenciais (LINDER et al., 1999).

Pelas diferengcas apresentadas com relagdo a distribuicdo dos
microfilamentos de actina na extensao dos M¢s e como conseqiéncias das
mudancgas no aspecto morfolégico dessas células, percebeu-se que o chumbo,
mesmo em baixas concentragdes, induz uma variedade de respostas desses
microfilamentos nas dindmicas celulares, e consequentemente causa algum tipo
de disturbio na organizagdo desses microfilamentos de actina nestas regides da
célula (Figuras 17K - 170). Em resumo, verificamos que o Pb(ll), por diferentes
vias, pode interferir na organizagéo da actina dos M¢s com efeitos no movimento
celular e conseqiiéntemente na fungao destas células.

A proteina quinase de adesao focal (FAK) é a maior tirosina quinase
citoplasmatica reconhecida como um componente chave da transdugao de sinais
da integrina em células mesenquimais e epiteliais (PARSONS, 1996).

A FAK consiste de complexos protéicos da membrana celular que regula a
ligagdo da célula a matriz extracelular e fixa o citoesqueleto a membrana
plasmatica (LUTTREL et al., 1999; APLIN et al., 1998).

O papel essencial da FAK é sinalizar a integrina levando com isso a
reorganizagao do citoesqueleto, crescimento da célula, sobrevivéncia e motilidade
(BERTON e LOWELL, 1999). Trés classes de tirosina quinase tém sido incluidas
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como os maiores transdutores de sinais pelas integrinas em mondcitos e
macréfagos de camundongos. Essas trés classes pertencem a familia quinase-
FAK (pI25 e PyK2), quinase-Src e p72 (BERTON e LOWELL, 1999) e podem
atuar como um dispositivo de sinalizagdo (YASUDA et al., 1999), que é um
processo de varias vias que nao somente envolve receptores de adesdo, mas
também requer a participagédo do citoesqueleto (ROHRBACH e TIMPL, 1993).

A distribuigao das FAK na superficie dos M¢s se assemelha aquela descrita
para os microfilamentos de actina, ou seja, distribuindo-se por toda a superficie
celular. Apés o tratamento com Pb(ll) (20 e 40 uM) é observado uma intensa e
nitida marcagao para FAK ao longo das proje¢ées celulares, e ténue marcagao ao
longo de toda a superficie celular, aquela sendo semelhante ao padrao observado
para os microfilamentos de actina. Esse resultado demonstra a associagao destas
proteinas na dindmica celular dos M¢s, em associagdo com os microfilamentos de
actina, contudo falta muita informagéao para se conhecer a dindmica de adesao
focal (ZAMIR et al., 2001).

Embora estudos tenham demonstrado que ativagao da tirosina quinase é
essencial para sinalizar a integrina em células fagociticas, o mecanismo pelo qual
esta tirosina quinase torna-se enzimaticamente ativada em células aderentes nao
é conhecido (BERTON e LOWELL, 1999).

Integrinas sao glicoproteinas transmembrana sintetizadas no reticulo
endoplasmatico. Essas moléculas séo grandes receptores primarios que regulam
adesao da célula as proteinas do MEC (matriz extracelular), bem como a adeséo
célula-célula. Ha aproximadamente 17 diferentes subunidades o e 8 B. A
sinalizagao das integrinas leva a um rearranjo do citoesqueleto, ao espraiamento
e a adesdo da célula (BERTON e LOWELL, 1999).

Através da imunomarcacgao para os receptores de Integrina as, observamos
que nas células controle ocorreu a presenga de intensa marcagao na forma de
clusters por toda a superficie celular. Como observado anteriormente, estas
células mantém-se espraiadas e com poucos prolongamentos citoplasmaticos. A
intensa marcagao em clusters aponta os pontos de adesao celular a matriz
extracelular. Os macréfagos expostos ao chumbo (nas concentragdes de 20 ou

40uM) apresentam-se nitidamente mais espraiadas com proje¢goes membranares
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caracteristicas onde se vé clustering de receptores para integrinas, sugerindo
dindmica de adesdo e/ou migracao celular. Geralmente os dominios
extracelulares o e P das integrinas ligam-se aos componentes da matriz
extracelular. Elas sdo chamadas de integrinas por causa de seu papel de fazer a
conecgéo entre o citoesqueleto e MEC, e as subunidades o e B nao interagem
covalentemente.

A ligacdo entre a integrina e a actina presente no citoesqueleto nao é
simples e existe sob diversas formas: juncdes semi-aderentes, adesdo focal e
juncées miotendiosas. Muitas moléculas com potencial para ligar integrinas aos
filamentos de actina foram caracterizadas. As proteinas de ligagdo a actina sao
talina, filamina, vinculina e o~actinina e estdo co-localizadas com integrinas e/ou
diretamente ligadas aos dominios destas. Talvez, em diferentes tipos celulares ou
em locagdes subcelulares, a ligagdo integrina-actina seja feita, por diferentes
proteinas de ligacdo ou diferentes arranjos de varios ligantes dentro de um
complexo. Alternativamente, cada local de adesao a integrina pode conter uma
mistura de diferentes conexdes, fazendo com que cada integrina individualmente
possa ser ligada a diferentes tipos de proteinas de ligagao.

Integrinas podem atuar como mecanoceptores, e a transferéncia das forgas
das integrinas para o citoesqueleto, representa um passo importante na
sinalizagao intracelular que leva ao rearranjo global do citoesqueleto (WANG e
BUTLER, 1993). A matriz extracelular controla a estrutura e a mecénica do
citoesqueleto, particularmente pela ligagao da fibronectina a integrina CHOQUET
e colaboradores, (1997) e WANG (1994) sugerem que macréfagos expostos ao
Pb(ll) sofrem inibicdo da atividade quimiostatica, podendo alterar a resposta
inflamatéria. A inibicao da capacidade funcional dos macréfagos induzida por
metais pesados ndo esta claramente esclarecida.

Em células dos sistema imune que proliferam e se diferenciam rapidamente
em resposta a estimulo, por exemplo, bacteriano, 0 mecanismo imune e ativagao
celular sdo importantes. A inibigao dessas fungdes pode resultar em um grau de
toxicidade (BISHAY| e SENGUPTA, 2003).

Tais resultados demonstraram que quando as células sao expostas ao
metal, os clusters de integrina estao mais associados aos lamelopdédios e nao aos
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pseuddpodos, visto que estes na presenga do xenobionte diminuem a dindmica
de fagocitose. Sendo assim, essas projecoes pertencem a dindmicas de
migracdo, adesdo e espraiamento, onde provavelmente as células expostas
estejam com um comportamento migratério aleatério ou desenvolvendo uma
estratégia de sobrevivéncia, mantendo-se aderidas ao substrato. Para tanto, faz-
se necessario investigarmos frente ao ensaio de migragdo celular tanto por
haptotaxia como quimiotaxia, o que certamente concluiria o possivel estimulo
migratério para os mesmos.

Também foi feita imunomarcacao para proteinas citoplasmatica talina, que
nao foi detectada nos M¢s.

A fibronectina (FN) é uma glicoproteina dimérica de 440 kDa produzida por
uma variedade de células e capaz de atuar em amplos processos biolégicos como
adesdo, espraiamento, organizagdo do citoesqueleto, migragdo, proliferagdo e
diferenciagado. Esta proteina tem se mostrado como mediadora de fagocitose de
varios tipos de particulas artificiais e restos de tecidos pelos macréfagos (VAN DE
WATER, 1985).

Pudemos observar que os M¢s nao tém estimulo adesivo a fibronectina, os
Mé¢s controles aderem similarmente aos M¢s que aderiam sobre o BSA (Albumina
de soro bovino/controle negativo de adesao). Células na presenga de arsénio e
chumbo apresentam decréscimo gradual na adesdo. (BISHAYl e SENGUPTA,
2003).

Das varias familias de moléculas de adesao, as integrinas especificas de
mondcitos (Integrina P2, CD11/CD18, estdao entre os mais importantes
(SANCHEZ-MADRID e CORBI, 1992), com Mac-1 (CD11b/CD18) sendo a forma
predominante em macréfagos durante a inflamagao (AREFIEVA e KRASNIKOVA,
2001).

O chumbo inibiu a produgéo de 6xido nitrico in vitro de M¢s do bago (TIAN
e LAWRENCE, 1995) e reduziu a adesao de macréfagos peritoneais
(VILLANUEVA et al.; 1997).

SMALL e KAVERINA (2003) sugerem que os substratos de adeséo sao os
principais locais de interagao entre os microtubulos e os microfilamentos de actina
do citoesqueleto, e que esta interagdo tem um papel central na determinagao da
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polaridade das células que se movimentam e a adesdo de uma célula no
substrato & um requerimento necessario para o espraiamento (LEE e
JACOBSON, 1997).

Locais de adesdo, como reconhecidos pelo acimulo de vinculina, originam
pequenos pontos (complexo focal) atras da borda da lamelopddio, abaixo da rede
de actina. (LEE e JACOBSON, 1997). Vinculina, integrina B1, a-actina e FAK tém
sido localizadas nestes complexos focais por imunomarcagao.

Sabe-se que as células podem espraiar na auséncia de microtubulos, logo
nado depende do trafego de vesiculas ligadas a microtibulos. (LEE e JACOBSON,
1997).

Devemos ressaltar que a adesao sobre fibronectina, embora tivesse
apresentado uma sutil elevagdo no valor da absorbancia, isto ndo sugere um
maior estimulo adesivo aos substratos apds a exposicao do chumbo, mas sim
uma maior expansao celular com consequiente maior absorcao do corante e, por
sua vez, maior valor da absorbancia. Nao podemos aqui concluir que o chumbo
néo induza uma acgéo sobre a dindmica de adesdo celular, para tanto seria
necessario empregarmos ensaios de adesao com outras proteinas de matriz.
Podemos ainda imaginar que esta mudang¢a morfolégica induzida pelo Pb(ll)
concentragao-dependente esteja de alguma forma estimulando a migragéao
celular, fato que pretendemos verificar nos préximos experimentos.

Os resultados de expressao da proteina Bax confirmam as imagens obtidas
através das andlises da MET, onde mostraram que o Pb(ll) é capaz de estimular
os dois tipos de morte celular, necrose e apoptose. A necrose é observada ja nas
primeiras horas de exposi¢do, é caracteristica de efeito agudo, onde algum
distarbio na membrana plasmatica promove sua desestabilizagdo estrutural e
funcional, alterando a homeostase celular e levando a este tipo de morte celular.
A morte celular por apoptose ocorre de forma mais complexa, onde um
mecanismo bioquimico dirige o evento culminando com a ativagao de
endonucleases e a conseqliente quebra da molécula de DNA. Este tipo de morte
celular possui aspectos morfolégicos tipicos como a formagdo de blebs
(observados em MEV e MET), a deposi¢gao de DNA préximo ao envoltorio nuclear,
formagdo de nucleos picnéticos (MET), presenca de grandes vacuolos (MET) e
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aumento da exposicdo do gene para proteina Bax (imunomarcagdo), o que
permite facilmente sua visualizagdo microscépica. Neste caso, tanto a célula
como o nucleo perdem a forma caracteristica e um conjunto de eventos
bioquimicos em cascata séo acionados, como ativagdo de caspases, alteragées
no citoesqueleto com a perda de fungédo das integrinas, o que faz com que a
célula perca sua capacidade de adesao, fosforilagao dos filamentos intermediarios
(laminas) e a quebra do DNA (observados através do teste Cometa) (ALBERTS et
al., 2000).

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que a ativagio da
proteina pré-apoptética Bax, constitui um efeito chave na indugao da apoptose em
Mos expostos ao Pb(ll), também relatado por SALEH e colaboradores (2003) em
linfécitos expostos ao organofosforado Paraoxon. No entanto, observamos que
outras vias também sujeitas ao efeito do Pb(ll) podem estar associadas a
expressdo da Bax. Segundo os mesmos autores, a ativagao da caspase 9 pode
aumentar a expressdo da Bax promovendo o efluxo de citocromo c das
mitocondrias para o citosol, aumentando com isso a ativagao da prépria caspase
9, retroalimentando o ciclo de ativagdo das caspases. Neste caso, uma provavel
explicagdo da acao do Pb(ll) na expressdo da Bax pode ser via mecanismo de
sinalizagdo secundaria através do Ca*™. Segundo MA et al., (1998), o Pb(ll)
diminui a concentragédo intracelular de Ca™, o que promove a ativagdo da
caspase 9 (SALAS e BUCHIEL, 1998). O aumento da taxa de Bax no entanto,
pode ser também conseqiiéncia da inibicao da Bcl, pela presengca de baixas
concentragcoes de Ca*™ no citosol (VAIRO et al.,1996). Desta forma, parece que o
aumento da expressdo da Bax nos macréfagos peritoneais expostos ao Pb(ll),
ocorre indiretamente através do seu efeito na concentragao de Ca** intracelular.
Segundo SALAS e BUCHIEL (1998), alteragdes na sinalizagao de Ca™ em
respostas apoptéticas tém surgido como um mecanismo primario de efeito téxico
para a célula. Além disso, o efeito do Pb(ll) em proteinas quinases e fosfatases
Ca™ dependentes, pode ter um papel importante no controle transcricional de
moléculas reguladoras da apoptose (LIU et al., 1991).

A evidéncia mais importante do efeito téxico do Pb(ll) na fungcao dos M¢s é

demonstrada pela baixa atividade fagocitica destas células apdés exposicao ao
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metal nas duas concentragdes testadas. Os resultados mostram que apéds a
incubagdo com Saccharomyces cerevisiae depois de 72h de exposicdo, a
capacidade de fagocitar estas células cai para menos da metade na maior
concentragao testada. A fagocitose € um fenémeno associado a defesa do
organismo, comum em células como macréfagos e linfocitos. Esta atividade
depende inicialmente da identificagdo extracelular da estrutura a ser internalizada
e posteriormente do movimento do citoesqueleto, necessario a internalizagédo da
mesma dentro de vesiculas citoplasmaticas para posterior digestdo. Nossos
dados mostram que, apesar de formar vesiculas na presenga de S. cerevisiae,
estas encontram-se vazias e em maior nimero nos grupos expostos ao chumbo
que nas células do grupo controle. Na concentragdo de 40uM, a quantidade de
vacuolos € muito maior, chegando a alterar completamente a forma original da
célula. Sendo assim, sugerimos duas hipéteses na tentativa de entender o efeito
do Pb(ll) na fagocitose dos M¢s. (I) os M¢s perdem sua capacidade de
reconhecer o fungo extracelularmente e portanto ndo o fagocita, caracterizando
um efeito inibitério do Pb(ll) na estrutura dos receptores de membrana ou
diminuindo a expressao dos mesmos, e (ll) os M¢s reconhecem parcialmente o
fungo estimulando a fagocitose, no entanto ndao ha interagédo suficiente com os
receptores para que o fungo permanega associado a membrana no momento da
internalizagdo, fazendo com que as vesiculas formadas estejam vazias. Esta
segunda hipétese pode estar associada também a um distarbio na estrutura e
organizagdo do citoesqueleto, o que dificultaria a internalizagdo do fungo. A
presenga de vesiculas vazias é observada tanto na microscopia de luz como na
andlise ultraestrutural dos M¢s, mas nao é observada no grupo controle, onde
estas se apresentam contendo a célula do fungo fagocitado ou restos celulares
em processo avangado de digestdo. Tais resultados indicam que as condi¢des de
cultivo primario utilizadas nao comprometem a capacidade dos M¢s exercerem
sua fungao de defesa.

A interagao actina-microtubulo que regula a integridade e o reparo celular,
encontram-se diretamente associada aos contatos focais, onde o complexo
proteico de integrinas, FAK, talina e vinculina constituem o principio de adesao
celular (LEE e GOTLIEB, 2002). No presente trabalho, a imunomarcagao de
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proteinas participantes do movimento do macréfagos como a integrina-os, FAK e
actina, mostra que o Pb(ll) ao promover alteragdes na morfologia celular, altera a
distribuicdo dos contatos focais os quais concentram-se nas extremidades dos
prolongamentos citoplasméticos. Tais efeitos sdo caracterizados pela formagao
de fibras de stress, o que é confirmado também pela imunomarcagdo dos
filamentos de actina. Quando expostos ao Pb(ll), os macréfagos concentram a
distribuicao destas proteinas nas extremidades celulares, constituindo estas as
principais regides de adesdo celular ao substrato. Tais resultados podem ser
interpretados como um disturbio na organizagdo do citoesqueleto e distribuigao
dos contatos focais, alterando a estabilidade dos macréfagos sobre o substrato.
Tais eventos sdao muito complexos e dependem no seu funcionamento de
diferentes mecanismos envolvendo a sinalizacdo celular e o controle da
expressdao génica (SMITH et al., 1998). Desta forma, os contatos focais sao
estruturas chave no movimento dos macréfagos sobre a matriz extracelular, e
sendo assim essenciais a sua fungao de defesa.

Estudos in vitro realizados por HILBERTZ et al. (1986) e BUCHMULLER-
ROVILLER et al. (1989), tém mostrado que a exposicao de Mos ao Pb(ll) resultou
em um decréscimo do metabolismo oxidativo, bem como na fagocitose. Também
pode ser observado que Mo¢s expostos ao chumbo tém um menor conteudo
lisossomal e por isso, sao menos capazes de digerir bactérias. Estudos in vivo
também tém mostrado que M¢s expostos a metais pesados sofrem reducdo da
capacidade fagocitica (BISHAYI e SENGUPTA, 2003).

Com os resultados obtidos nesses experimentos podemos afirmar que o
Pb(ll) nas concentragdes administradas e nos tempos de exposi¢do é capaz de
reduzir o indice fagocitico dos M¢s (dado corroborado pela literatura disponivel)
pela interferéncia nos mecanismos da fagocitose. Essa redugéo, (aliada a outras
alteragdes observadas) portanto, podera levar a um comprometimento do sistema
imunoldgico do organismo.

O Pb(ll) altera drasticamente a atividade fagocitica dos M¢s o que pode
significar um grave efeito do metal com importantes reflexos para o sistema
imunolégico. A nossa tentativa de explicar a interferéncia do Pb(ll) na atividade
fagocitica dos macréfagos esta baseada no efeito do metal na organizagdo dos
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filamentos de actina e contatos focais, uma vez que estes desempenham papel
vital no movimento celular. Consideramos portanto, que o movimento celular é
essencial no fendmeno de fagocitose, e sendo assim varios mecanismos afetados
pelo Pb(ll) podem potencialmente interferir direta ou indiretamente alterando a
fungdo dos M¢s. Para a discussdo a seguir, consideramos os efeitos sobre o
funcionamento da miosina, contatos focais e organizagéao dos filamentos de actina
como os mecanismos chave no movimento celular. O Pb(ll) pode interferir
inibindo a ativagdo da miosina pelo seu efeito sobre os sinais de transducao
(SHABANI e RABBANI, 2000) inibindo assim o estimulo quimiostatico (NIGGLI,
2003). Outra via possivel é a agdo do Pb(ll) diminuindo a concentragdo de Ca*™*
intracelular, que segundo SMITH et al., (1998) pode alterar o movimento celular
diminuindo a ativagdo da miosina. Uma outra hipétese seria o efeito do Pb(ll) da
alteracdo na distribuicdo dos contatos focais, descritos neste trabalho e
confirmados por VILLANUEVA et al., (1997), onde a presenga do Pb(ll) leva a
uma diminui¢ao na adesao de M¢s. Finalmente, a agao de diferentes mecanismos
que levam a uma alteragdo na organizagado e distribuigdo dos filamentos de
actina, como descrito acima, interfere diretamente com a projecdo de
lamelopédios e filopddios prejudicando o movimento da célula sobre o substrato
(SMALL et al., 1998). Sendo assim, sugerimos que o efeito inibitério do Pb(ll) na
atividade fagocitica dos M¢s deve-se a uma variedade de fatores e mecanismos
que interligados alteram total ou parciimente o movimento celular, atividade
essencial na fungao desta células.

Outros aspectos, entretanto, estdo ligados ao efeito do Pb(ll) na funcéo
imune dos M¢s, dos quais destacamos a sintese do acido nitrico (NO), que
desempenha um papel importante na fungao destas células (TIAN e LAWRENCE,
1996). Segundo os mesmos autores, embora outros fatores fisiolégicos e
patolégicos possam regular a produgéao de acido nitrico nos M¢s, o Pb(ll) pode
bloquear a producdo de NO in vitro, explicando algumas anormalidades
promovidas pela presenca do metal (LAWRENCE, 1985; SHABANI e RABBANI,
2000; KROCOVA et al., 2000) comprometendo a sua fungao imune.

A presencga de fragmentagdo do DNA observada neste trabalho pelo teste
Cometa, foi também descrita por DONADEVI e colaboradores (2003) em grupos



90

de pessoas expostas ao Pb(ll). Tal evidéncia pode ser devido a um efeito direto
do Pb(ll) na estrutura da molécula de DNA, ou indiretamente, via outro
mecanismo envolvendo a ativagao das caspases no processo de morte celular
(SALEH et al., 2003). Neste caso, a participagdo do Pb(ll) alterando a
homeostase do Ca*™ parece ser novamente a via mais provavel, pois uma vez
ativada a caspase 9 (SALAS e BURCHIEL, 1998), ocorre a ativagao da caspase 3
e a conseqlente ativagdo das endonucleases Ca** e Mg* dependentes. Tais
eventos terminam com a quebra enzimatica do DNA, caracterizando a fase
irreversivel da apoptose (ALBERTS et al., 2000). Se considerarmos a primeira
hipétese, ou seja, que o Pb(ll) seja capaz de provocar diretamente a quebra do
DNA sem passar pela via bioquimica das caspases (HARTWIG et al., 1990;
WOZNIAK e BLASIAK, 2003), a expressao da proteina P53 é ativada e pode, por
diferentes mecanismos, iniciar a via bioquimica de ativagdo das caspases (SALAS
e BURCHIEL, 1998) . O aumento na expressao da P53 inibe a sintese da proteina
antiapoptética Bcl, (WU et al., 2003), ao mesmo tempo que induz a expressao da
Bax (BORNER, 2003) diminuindo conseqlientemente a concentragdo do dimero
Bcl-Bax. Com isso aumenta a concentragdo da Bax que favorece o efluxo de
citocromo ¢ das mitocondrias para o citosol (SALEH et al.,, 2003), ativando
finalmente a via bioquimica das caspases. Observamos no entanto, que mesmo
se o Pb(ll) atuar diretamente sobre a estrutura do DNA, o mecanismo de ativagao
das caspases pode ser ativado via expressao da P53. Embora o mecanismo nao
seja ainda bem esclarecido, segundo WOZNIAK e BLASIAK (2003), sabe-se que
o Pb(ll) pode interagir diretamente com a molécula de DNA. Alguns autores
sugerem que o principio de atuagao do Pb(ll) na estrutura do DNA possa ser sua
competi¢do com cations endégenos em ligagdes com proteinas e seus sitios de
ligagdo, onde o chumbo pode substituir o Calcio e o Zinco em varias delas
(ZAWIA et al.,, 2000), possibilitando inclusive a indugdo de aberragdes
cromossOmicas (BOUTON et al., 2001). Outro aspecto relacionado com o efeito
do Pb(Il) na estrutura da molécula do DNA, pode ser seu efeito inibitério sobre as
enzimas de reparo do DNA, como comentado por WOZNIAK e BLASIAK (2003).
Uma terceira via na indugdo da apoptose pelo Pb(ll) é especulativa mas
poderia estar associada ao efeito direto do metal na mitocéndria, promovendo a
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liberagdo de citocromo ¢ no citosol. Segundo SALEH e colaboradores (2003)
organofosforados podem alterar o potencial transmembrana da mitocndria
levando a liberagéo de citocromo ¢ e conseqiiente morte celular por apoptose.
MORKUNAITE-HAIM e colaboradores (2003) associam a presenga de espécies
reativas de oxigénio como gatilhos, que oxidando aminodcidos criticos (cisteina)
em poros sensores de voltagem (CARLSON e EHRICH, 1999), levariam a uma
alteracdo na permeabilidade da membrana com liberagédo de citocromo c. O Pb(ll)
é acumulado nas mitocondrias (SILBERGELD et al., 1980) e poderia estar
ocupando sitios importantes nos poros sensores de voltagem através da sua
afinidade por residuos sulfatados do aminoécido cisteina. Embora o efeito do Pb(ll)
na abertura dos poros de transicao de permeabilidade tenha sido relatado por HE e
colaboradores (2000) como o principal fator indutor de apoptose em células da
retina, resta saber no entanto, se a ligagcdo do Pb(ll) com a cisteina dos poros
sensores de voltagem (PSV) das mitocéndrias seriam suficientes para promover o
aumento de permeabilidade da membrana externa desta organela. Esta é uma
hipétese que merece ser investigada, pois pode ser a chave para o entendimento
do efeito de outros metais pesados, que como o Pb(ll), poderiam alterar a fungéao
dos PSV ativando assim 0 mecanismo de apoptose via liberagao do citocromo ¢ no
citosol. Tais informagées poderiam ser bastante uteis na compreensdo da
participagdo dos metais pesados em doencas do tipo neurodegenerativas.

O teste cometa devido a rapidez, simplicidade, sensibilidade e necessidade
de um pequeno numero de células, tem sido sugerido como uma técnica ideal
para varios estudos de danos ao DNA (ROJAS et al., 1999).

Uma grande parte dos trabalhos neste campo tém sido realizados usando
células animais, visto que, somente poucas células sao necessarias para este tipo
de andlise. Roedores sdo os mais freqientemente usados, mas outros animais
tais como cachorro, carneiro e peixes tém sido empregados. Esta técnica tem sido
aplicada para varios outros érgaos e tecidos desses animais, incluindo o tecido
sanguineo, cérebro, rim, figado, etc. Uma quantidade de produtos quimica tem
sido testada, tais como os metais, pesticidas (ROJAS et al., 1990).

A sensibilidade mostrada por este teste, permite-nos usa-lo como uma
ferramenta potente para o estudo da genotoxicidade, ja que em aproximadamente
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85% dos estudos realizados nesta area sdo encontrados resultados positivos
(ROJAS et al, 1990). Com o teste cometa podemos no futuro estudar os
mecanismos de agdo de novas drogas e também na andlise e interagdes entre
agentes anti-neoplasticos atuando em nivel do DNA. Outro interesse, com relagao
ao teste Cometa, é o alto nivel de dano no DNA entre pacientes com cancer, o
que pode indicar que a malignidade da doenga esta associada com danos no
DNA ou que os pacientes tém uma grande fragilidade, mais do que os individuos
sadios (VAGHEF et al., 1997; RAO et al., 1997).

RALPH e PETRAS tém demonstrado a utilidade do método para aumentar
os niveis de dano no DNA em eritrécitos de carpas coletadas ao redor dos lagos
(258) e outras espécies de peixes e invertebrados tém também sido usado
(NACCI et al., 1996).

O teste Cometa tem demonstrado ser uma técnica sensivel para avaliar o
dano no DNA entre uma variedade de tipos de células induzidas por uma
variedade de agentes fisioldgicos e quimicos. Em comparagdo com outros
métodos sensiveis, o teste cometa é simples e de baixos custos e os dados
podem ser obtidos em pouco tempo (ROJAS et al., 1990).

O dano no DNA, induzido por uma variedade de metais, pode ser usado
como biomarcador em areas poluidas. Cromo, cobre, cobalto, niquel, cadmio e
arsénio (CALDERON et al., 2003) e chumbo (LOIKKANEN et al., 2003) estio
entre os metais que podem induzir dano no DNA.

‘Nas ultimas décadas, novas metodologias para avaliar o dano de DNA tém
sido desenvolvidas. Entre elas, o teste cometa nao se tornou apenas um teste util
para genotoxicidade, mas também uma ferramenta inestimavel para investigar os
aspectos fundamentais de dano no DNA e respostas celulares resultantes do
dano. Tem sido usada com sucesso para monitorar o dano de DNA em
populagées humanas expostas. O teste cometa é capaz de detectar quebras em
fita simples de DNA, sitios alcalinos instaveis, ligagao cruzada entre DNA, DNA e
proteinas, aductos de DNA e quebras na fita de DNA associados com excisao de
sitios de reparo (TICE et al., 2000).

Relativamente a outros testes de genotoxicidade, as vantagens do teste
cometa incluem sua comprovada sensibilidade para detectar danos leves no DNA,
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a necessidade de pequeno numero de células por amostra, sua flexibilidade, seu
baixo custo, sua facilidade de aplicagao, e rapidez para obtengao dos resultados
(ROJAS et al., 1990) e (TICE et al., 2000).

Usando o teste cometa, metais como cromo (BLASIAK e KOWALIK, 2000),
mercurio (BEN-OZER et al., 2000), arsénio de sédio e cadmio (HARTMANN e
SPEIT, 1994), tém mostrado genotoxicidade in vitro, e resultados positivos foram
observados com cobre (HAYASHI et al., 2000), nitrato de chumbo (DEVI et al.,
2000) e triéxido de arsénio (BANU et al., 2001), ou cadmio (VALVERDE, et al.,
2000).

No trabalho realizado por Fracasso e colaboradores (2002), foi observado
em linfécitos de trabalhadores expostos ao Pb(ll) que este metal induziu a
formagao de cometas com alta freqiiéncia e que este € um parametro indicativo
de dano no DNA. (FRACASSO et al., 2002). Em M¢s expostos ao chumbo houve
aumento da incidéncia de fragmentagéo do DNA e estes exibiam padréao similar
aquele que sofreram apoptose antes da perda de viabilidade (SHABANI e
RABBANI, 2000). Andlise citolégica de M¢s também confirma, que apés um
periodo de exposi¢ao, o Pb(ll) leva essas células ao processo de morte celular
por apoptose (SHABANI e RABBANI, 2000).

Finalmente, estes resultados sugerem que o teste cometa é um bom
indicador de genotoxicidade, podendo ser utilizado como uma ferramenta
eficiente, de baixos custos e de facil obtencdo para detectar danos no DNA.
Podendo ser utilizado para o monitoramento da genotoxicidade do Pb(ll), ndo sé
de macréfagos peritoneais como também de outros tipos celulares.

Este teste poderia ser utilizado como um pré-indicador de toxicidade. Para
maiores e mais detalhadas informacdes, outras técnicas poderiam ser utilizadas
como, microscopia eletronica de transmissao, microscopia eletrénica de varredura
e técnicas de imunomarcacao.

Resumindo, embora varios aspectos do mecanismo de toxicidade do Pb(ll)
na estrutura e fungdao dos M¢s ainda se encontrem sem explicagdo, destacamos
dois aspectos que nos parecem importantes de serem investigados: o papel do
Pb(ll) na inibicao de moléculas que participam na transdugdo de sinais e os
mecanismos desencadeados pelo chumbo na morte celular programada. Estes
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eventos merecem a atengdo de futuras investigagdes, pois constituem a chave
para entender os mecanismos toxicos do Pb(ll) na expressdo génica e na
manutengdo da integridade celular e tecidual. Considerando que o Pb(ll) tem
propriedades quimicas que competem com o papel do Calcio e o Zinco, tais
respostas poderiam ser também aplicadas ou abrir campos de investigagéo para
o efeito de outros metais igualmente téxicos como o Cadmio e Mercurio.
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7. CONCLUSOES

v O Pb(Il) nas concentragoes e tempos de exposi¢do utilizados tém carater
citotéxico e genotdxico para M¢s. Esse xenobionte leva a morte celular (tanto
por apoptose — dados de MET, MEV, imunomarcagéo para Bax - como por
necrose), altera o citoesqueleto (organizagao e arranjo dos microfilamentos de
actina, FAK e clusters de integrina), causa quebras na molécula de DNA
(evidenciado pelo teste Cometa), alterando o funcionamento (causa
diminuigcao no indice fagocitico) e morfologia celular.

v’ Varios aspectos do mecanismo de toxicidade do Pb(ll) se encontram sem
explicagdo. Dois destes devem ser investigados: (1) o papel do Pb(ll) na
inibicio de moléculas que participem na transdugdo de sinais; (2) os
mecanismos desencadeados pelo Pb(ll) na apoptose. Esses eventos
constituem a chave para a compreensao dos mecanismos téxicos do Pb(ll) na
expressao génica e na manutengao da integridade celular e tecidual.

v Esforgcos devem ser feitos para se reduzir a produgdo de residuos contendo
chumbo, pois uma vez introduzidos no meio ambiente, como consequéncia da
atividade humana, compostos de Pb(ll) ndo sdo degradados e se acumulam
localmente e nos sistemas biolégicos, provocando desequilibrios ambientais e
na saude. Em casos de impactos ja identificados, documentagao da extensao
desses impactos na saude humana e ambiental e execucdo de medidas
saneadoras, deve ser implementadas em agdes conjuntas entre 6rgaos de
pesquisa, governamentais, empresas e a comunidade local.
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7.1. Sugestoes para novos trabalhos

v A citometria de fluxo faz-se necessaria para quantificar a porcentagem de
macréfagos apoptéticos em curva de tempo e concentragdo, assim como
outros diferentes biomarcadores de toxicidade celular sao essenciais para
uma melhor compreensao dos mecanismos pelos quais o Pb(ll) atua em nivel
celular e molecular.

v Utilizar outros modelos, para compreender melhor quais e como os
mecanismos de toxicidade do Pb(ll) atuam na morfologia e funcionalidade
celular.

v' O papel do Pb(ll) na inibigado de moléculas que participam na transducdo de
sinais e os mecanismos desencadeados pelo chumbo na morte celular
programada.
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