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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

Efeitos do chumbo sobre a atividade da tioredoxina redutase citosoélica
(TrxR1) e parametros de estresse oxidativo em rins de ratos.

Autora: Greicy Michelle Marafiga Conterato
Orientadora: Tatiana Emanuelli
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de janeiro de 2007

O chumbo é um metal pesado que acumula-se preferencialmente nos rins, onde
exerce seus efeitos nefrotoxicos. Muitos estudos sugerem que o estresse oxidativo seja um
importante mecanismo molecular para os efeitos toxicos do chumbo no rim e em outros
orgaos. A tioredoxina redutase citosélica (TrxR1) é uma selenoflavoproteina envolvida em
muitos processos reguladores dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio. Os
objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da exposicédo aguda e crdnica ao acetato de
chumbo sobre a atividade da TrxR1 renal e sobre outros parametros de estresse oxidativo
(atividade da &-aminolevulinato desidratase, glutationa S-transferase, grupos tiélicos néo-
protéicos, peroxidacado lipidica e enzimas antioxidantes nos rins), bem como sobre os
indicadores plasmaticos da funcdo renal (creatinina, acido urico e fosfato) em ratos. Na
exposicao aguda, os ratos receberam uma Unica injecao intraperitoneal de 25 ou 50 mg/kg
de acetato de chumbo e foram mortos 6, 24 ou 48 horas mais tarde. Na exposi¢ao cronica,
0s ratos receberam uma inje¢ao intraperitoneal diaria de acetato de chumbo (5 ou 25 mg/kg)
durante 30 dias e foram mortos no 31° dia. Em nosso estudo, a exposi¢do aguda a 25 mg/kg
de acetato de chumbo aumentou a atividade da superéxido dismutase (SOD) e da TrxR1
(ap6s 6, 24 e 48 h), enquanto que a exposicdo a 50 mg/kg de acetato de chumbo aumentou
a atividade da catalase (CAT) (apés 48 h) e inibiu a atividade da ©&-aminolevulinato
desidratase (6-ALA-D) (ap0s 6, 24, 48 h) nos rins (p<0,05). A exposicdo cronica a 5 mg/kg
de acetato de chumbo inibiu a 8-ALA-D e aumentou a glutationa S-transferase (GST), niveis
de grupos tiélicos nao-protéicos (SHNP), CAT, TrxR1 e niveis plasmaticos de &cido Urico
(p<0,05), enquanto que a exposicdo a 25 mg/kg de acetato de chumbo reduziu o peso
corporal e a 6-ALA-D, mas aumentou a GST, SHNP e os niveis plasméaticos de acido de
acido Urico (p<0,05). Nao houve alteracdes nos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS), na atividade da glutationa peroxidase (GPx) e nos niveis plasmaticos
de creatinina e fosfato inorganico tanto apds a exposi¢cdo aguda como apds a exposicdo
cronica. Conclui-se que a exposicdo ao chumbo causou um aumento significativo na
atividade da TrxR1 renal de ratos e esta alteracdo pode ser um indicador primario da
exposicao aguda a baixas doses de chumbo. Entretanto, sera necessaria a realizacdo de
mais estudos para elucidar o significado bioldgico desta inducdo, bem como o mecanismo
envolvido em tal efeito.

Palavras-chave: tioredoxina redutase-1; d-aminolevulinato desidratase; superéxido
dismutase; glutationa peroxidase; catalase
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Master Dissertation
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Effects of lead acetate exposure on renal cytosolic thioredoxin reductase
(TrxR1) activity and on indicators of lead exposure.

Author: Greicy Michelle Marafiga Conterato
Adviser: Tatiana Emanuelli
Date and Place of the Defense: Santa Maria, january 31, 2007

Lead is a heavy metal that accumulates primarily in kidney, where exerts its
nephrotoxic effects. Several studies suggest that the oxidative stress is an important
molecular mechanism for the toxic effects of lead in kidney and in other organs. Cytosolic
thioredoxin reductase (TrxR1) is a selenoflavoprotein involved in many processes modulating
intracellular reactive oxygen species levels. The aims of this study were to evaluate the
effects of acute and chronic exposure to lead acetate on renal TrxR1 activity and on other
oxidative stress parameters (d-aminolevulinic acid dehydratase activity, glutathione S-
transferase, non-protein thiol groups, lipid peroxidation, and antioxidant enzymes in kidneys),
as well as on plasmatic indicators of renal function (creatinine, uric acid and phosphate) in
rats. In acute exposure, rats received a single intraperitoneal injection of 25 or 50 mg/kg lead
acetate and were killed 6, 24 or 48 h later. In chronic exposure, rats received a daily
intraperitoneal injection of lead acetate (5 or 25 mg/kg) during 30 days and were killed at 31
day. In our study, acute exposure to 25 mg/kg lead acetate increased superoxide dismutase
(SOD) and TrxR-1 activity (after 6, 24, and 48 h), while exposure to 50 mg/kg lead acetate
increased catalase (CAT) activity (after 48h) and inhibited d-aminolevulinic acid dehydratase
(6-ALA-D) activity (after 6, 24, and 48 hs) in kidneys (P < 0.05). Chronic exposure to 5 mg/kg
lead acetate inhibited 8-ALA-D and increased glutathione S-transferase (GST), non protein
sulfhydryl groups (NPSH), CAT, TrxR-1, and uric acid plasma levels, while exposure to 25
mg/kg lead acetate reduced body weight and & -ALA-D, but increased GST, NPSH, and uric
acid plasma levels (P < 0.05). No changes were observed in thiobarbituric acid reactive
substances, glutathione peroxidase, creatinine or inorganic phosphate levels after either
acute or chronic exposure. In conclusion, lead exposure caused a marked increase in the
TrxR1 activity in the kidney of rats and this change may be an early indicator of acute
exposure to low lead doses. However, further studies are needed to clarify the biological
meaning of this induction as well as the mechanism involved in such effect.

Keywords: thioredoxin reductase-1; d-aminolevulinate dehydratase; superoxide
dismutase; glutathione peroxidase; catalase.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo sao apresentados sob a
forma de manuscrito, o qual se encontra no item RESULTADOS. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliogréficas, encontram-se no proprio manuscrito e representam na integra este
estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSAO, dispostos ap6s 0 manuscrito,
contém interpretacbes e comentarios gerais referentes ao presente estudo e
relacionados ao manuscrito deste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS s&o relacionadas as citacbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO
desta dissertacao.
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1 INTRODUCAO

O chumbo (Pb) € o metal toxico presente em maior quantidade na crosta
terrestre, sendo de uso industrial bastante difundido (Paoliello & Chasin, 2001). Em
decorréncia de sua persisténcia no ambiente, a exposicdo ao chumbo permanece
um sério problema de saude publica em todo o mundo (Patocka & Cerny, 2003).

O chumbo afeta diversos 6rgéos e sistemas em humanos, sendo o sistema
renal um dos principais alvos (Payton et al.,1994). Este metal acumula-se
seletivamente nos rins (Choie & Richt, 1980) e a exposi¢cdo aguda afeta as células
do tubulo proximal causando aminoaciduria, fosfatdria, glicosuria (Goyer, 1990) e
diminuicdo da excrecdo de &cido urico (Paoliello & Chasin, 2001). Também foi
observada uma correlacdo inversa entre a depuracdo de creatinina e 0s niveis de
chumbo sangiiineo em humanos (Staessen et al., 1992). A exposicao crénica a este
metal pode causar injaria tubular renal e nefrite intersticial, podendo evoluir para uma
faléncia renal crénica (Goyer, 1989).

Alguns dos efeitos téxicos do chumbo s&o atribuidos a indugéo do estresse
oxidativo, pois o chumbo prejudica o balanco pré-oxidante/antioxidante dos tecidos,
levando ao aparecimento de disfunc¢@es fisiolégicas, bioquimicas e comportamentais
(Goyer, 1996). Existem muitos alvos para a acao toxica do chumbo no organismo.
Além de sua competicdo com metais como o zinco e o calcio, o chumbo possui
grande afinidade por grupos sulfidrilicos e é freqientemente encontrado nos tecidos
e nas células ligado aos grupos sulfidrilicos de proteinas e de moléculas de baixo
peso molecular (Campagna et al., 1999). Em decorréncia desta afinidade por grupos
sulfidrilicos, estudos sugerem que a inducdo do estresse oxidativo pelo chumbo
possa estar relacionada, ao menos em parte, a acao inibitéria deste metal sobre a
via de biossintese do heme, o grupo prostético da hemoglobina e dos citocromos.
Nesta rota, o chumbo inibe a atividade de enzimas sulfidrilicas como a d-
aminolevulinato desidratase (d- ALA-D) (Rocha et al., 1995), causando o acumulo do
acido d-aminolevulinico (ALA). O ALA acumulado pode sofrer autoxidag&o e induzir a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, provocando danos oxidativos no DNA,
peroxidacéo lipidica e deplecéo do sistema de defesa antioxidante celular (Gurer &
Ercal, 2000). Concentracdes de glutationa reduzida (GSH) e glutationa dissulfeto
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(GSSG), além das atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) sdo os parametros mais comumente
utilizados para a avaliacdo do dano oxidativo induzido pelo chumbo em estudos com
animais e com humanos (Pande & Flora, 2002).

A tioredoxina redutase (TrxR) é uma selenoflavoproteina que em conjunto
com a tioredoxina (Trx) e o NADPH, forma um sistema efetivo para a reducdo de
dissulfetos de proteinas (Holmgren & Bjornstedt, 1995). Esse sistema, nomeado
sistema da tioredoxina, participa do controle redox de muitos processos celulares
como na regulacdo da apoptose, da imunomodulacédo e da atividade de fatores de
transcricdo de um numero importante de genes (Nordberg & Arnér, 2001). Além
disso, participa como um sistema doador de elétrons na sintese do DNA, durante a
reacdo que converte os ribonucleocleotidios a desoxirribonucleotidios (Powis &
Montfort, 2001). Atua também na defesa antioxidante e em processos reguladores
dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Nordberg &
Arnér, 2001).

Trés isoformas da enzima tioredoxina redutase ja foram isoladas em
mamiferos, incluindo a citosdlica (TrxR1), a mitocondrial (TrxR2) e a isolada de
testiculos de ratos, também mitocondrial (TGR ou TrxR3) (Nordberg & Arnér, 2001).
A enzima TrxR1 é a isoforma que possui uma ampla especificidade de substratos,
pois reduz ndo sO tioredoxinas de diferentes espécies, como também outros
compostos antioxidantes, incluindo o deidroascorbato, o acido lipdico e a ubiquinona
(Nordberg & Arnér, 2001).

A ampla especificidade de substratos para a enzima TrxR1 € atribuida a
presenca de um residuo de selenocisteina (Sec) no seu sitio ativo, o qual também é
essencial para a sua atividade (Nordberg & Arnér, 2001). Esse residuo possui
elevada afinidade por ions e complexos metalicos, o que torna a TrxR1 um alvo
potencial para a inibicdo por drogas e metais (Jung et al., 2004). Entre os principais
inibidores encontram-se os chamados “agentes alquilantes” que sao classicamente
utilizados na terapia anticancer como os compostos de platina (Witte et al., 2005) e
0s compostos de ouro utilizados no tratamento da artrite reumatéide (Gromer et al.,
1998). Além dos compostos de ouro e de platina, estudos realizados in vivo
mostraram a inibicdo da TrxR por compostos de organoteltrio (Engman et al., 2000)
e de arsénio (Lin et al., 2001). Por outro lado, dados da literatura mostraram um

aumento da atividade da TrxR em células expostas a outros metais conhecidos por
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induzir o estresse oxidativo. Jung et al. (2004) demonstraram que a atividade da
TrxR aumentou em células hepéaticas humanas expostas a metais como o aluminio,
cobre, zinco, manganés e cadmio. Posteriormente, Sakurai et al. (2005) relataram
gue o cadmio promove a super-regulacédo dos niveis do RNAm da TrxR1 em células
do endotélio arterial de bovinos por ativar o fator 2 relacionado ao NF-E2 (Nrf2), que
€ um fator transcricional responsivo ao estresse.

Existem poucos relatos na literatura que demonstram os efeitos de metais
sobre a atividade da TrxR1. Além disso, ndo foram encontrados estudos avaliando o
comportamento da TrxR1 em relacdo a toxicidade do chumbo. Como o sistema da
tioredoxina atua na regulacdo redox da célula, ele poderia também exercer uma
funcdo protetora importante em tecidos que sdo expostos aos danos oxidativos
mediados pelo chumbo (Pb). Assim, o presente estudo teve como objetivos avaliar
os efeitos da exposicédo aguda e cronica ao acetato de chumbo sobre a atividade da
tioredoxina redutase citosolica (TrxR-1) e sobre parametros de estresse oxidativo
gue sao comumente utilizados na avaliacdo da toxicidade do chumbo, como a
atividade da enzima d-aminolevulinato desidratase (d- ALA-D), glutationa S-
transferase (GST), grupos tidlicos ndo-protéicos (SHNP), atividade de enzimas
antioxidantes, niveis de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) em rins
de ratos, bem como sobre indicadores plasméaticos da funcéo renal (creatinina, acido

arico e fosfatos).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Chumbo

2.1.1 Aspecto e forma

O chumbo é um metal branco-acinzentado, brilhante, ductil e macio. Pertence
a familia quimica dos metais do grupo IVA da tabela periddica, juntamente com o
carbono, germanio, silicio e estanho. E encontrado na natureza tanto no estado livre,
como em composi¢cao com diversos outros elementos (Paoliello & Chasin, 2001). O
fon estavel do chumbo é a espécie 2+, a qual forma o sulfeto idnico PbS (Pb*S?")
gue é a base do componente metélico do minério galena do qual é extraido quase
todo o chumbo (Baird, 2002). Em ambientes altamente oxidantes, o chumbo pode
formar o ion 4°. Entretanto, enquanto os compostos de chumbo 2* s&o idnicos, a
maioria dos compostos tetravalentes sdo moléculas covalentes, sendo que aqueles
formados com o grupo metila ou etila, isto €, tetrametiichumbo Pb(CHs), e
tetraetiichumbo Pb(C;Hs)s, sdo mais importantes do ponto de vista ambiental e
comercial, ja que ambos foram empregados no passado como aditivos da gasolina
em diversos paises (Baird, 2002). Além desses compostos, a interacdo do chumbo
com outros elementos da origem a compostos tais como sulfato de chumbo, cromato
de chumbo, arsenato de chumbo, diéxido de chumbo, brometo de chumbo, litargirio
(PbO), zarcao (Pbz0,) e alvaiade [PbCO3.Pb(OH),] (Spinola et al., 1980).

2.1.2 Ocorréncia e uso

O chumbo é relativamente abundante na crosta terrestre, tendo uma
concentracdo média entre 10 e 20 mg/kg. As maiores fontes naturais de chumbo séo
as emissdes vulcanicas, o intemperismo geoquimico e as névoas aquaticas (WHO,
1995). Estima-se que as taxas de emissdo natural do chumbo sédo da ordem de
19.000 toneladas por ano (WHO, 1995). Entretanto, 0s processos antropogénicos

sdo o0s principais responsaveis pela liberagdo do chumbo no ambiente (ATSDR,
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1993), sendo que as atividades de mineracdo e fundicdo de chumbo primario
(oriundo do minério galena) e secundario (oriundo da recuperacdo de sucatas ou
baterias) constituem importantes fontes emissoras de chumbo (WHO, 1995). Além
disso, a combustdo da gasolina contendo chumbo é responsavel pela presenca de
uma grande propor¢ao de chumbo no ambiente em paises que ainda nao proibiram
0 uso deste metal como antidetonante na gasolina (Baird, 2002).

Em virtude de suas caracteristicas fisicas de ductilidade, maleabilidade e
baixo ponto de fusdo, o chumbo tem sido usado por populacbes milenares (Midio &
Martins, 2000). O chumbo pode ser consumido na forma de metal, puro ou ligado
com outros metais, ou como compostos quimicos, principalmente na forma de 6xidos
(ATSDR, 1993). Atualmente, seu principal uso € na producdo de baterias e em
alguns tipos de soldas, uma vez que forma importantes ligas com outros metais.
Além disso, os sais de chumbo podem aparecer como constituintes de vitrificados,
esmaltes e vidros (ATSDR, 1993). Até recentemente seus sais eram usados na
producdo de pigmentos para tintas (Midio & Martins, 2000), inclusive naquelas
utilizadas para colorir embalagens de alimentos (Baird, 2002). Entretanto, apesar de
muitos paises restringirem o uso do chumbo em pigmentos e tintas, e concentracées
acima de 0,06% (Estados Unidos) e 0,5% (Nova Zelandia) ndo serem permitidas em
pinturas internas (Paoliello & Chasin, 2001), no Brasil ainda n&o existe uma lei
especifica que estabeleca limites para o chumbo em pigmentos (Neder, 1999).

2.1.3 Toxicocinética

Existem dois grupos principais de compostos de chumbo e que apresentam
diferencas quanto a toxicidade: o chumbo inorganico e o chumbo organico. A
intoxicacdo pelo chumbo inorgénico ocorre predominantemente através da via
respiratdria e pelo trato gastrintestinal (Sadao, 2002). No organismo humano, o
chumbo inorganico ndo sofre metabolizacdo, mas ¢€é complexado com
macromoléculas, sendo diretamente absorvido, distribuido e excretado (Tsalev &
Zapriav, 1985). Com relagdo ao chumbo organico, a intoxicacdo é mais frequente
através do chumbo tetraetila e tetrametila. Por serem muito lipossollveis, sdo
facilmente absorvidos pela pele, pelo trato gastrintestinal e pelos pulmdes (Klaassen,
1991). Ao contrario do chumbo inorganico, o chumbo organico € metabolizado pelo
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figado a chumbo trialquil e chumbo inorganico, os quais sao responsaveis pelos
efeitos téxicos no organismo (Kosnett, 2003).

Atualmente, as intoxicacdes provocadas pelo chumbo na populacdo humana
ocorrem principalmente através da exposicao ocupacional, dentro das centenas de
profissdes que utilizam esse elemento e seus compostos (Paoliello & Chasin, 2001).
Exposi¢cdes ndo-ocupacionais em adultos estdo restritas aquelas que ocorrem
através da ingestdo de alimentos e bebidas, representando a principal fonte de
absorcédo diaria de compostos inorganicos para a populacdo em geral. Compostos
organicos de chumbo n&o sao encontrados nos alimentos (Midio & Martins, 2000).

Criangas estdo expostas a fontes adicionais de chumbo, como o solo e
poeiras. Elas também podem estar expostas ao chumbo durante a gestacao, ja que
o chumbo atravessa facilmente a placenta e passa da mée para a crianga em
formacao (Baird, 2002). Além disso, as criangas levam continuamente objetos (como
lascas de tintas velhas que podem conter chumbo) e dedos a boca, ocasionando um
incremento da ingestdo de chumbo, o que contribui para a maior absorcdo e
retencdo do metal no organismo infantil em relacdo ao organismo adulto (Midio &
Martins, 2000).

A absor¢do do chumbo no organismo sofre a influéncia de fatores como a
concentracdo e tempo de exposicdo ao metal, bem como de fatores relacionados as
propriedades fisico-quimicas como o tamanho da particula e a solubilidade do
composto (Schifer et al., 2005). Além disso, deve-se levar em conta os fatores
relacionados a dieta e ao estado nutricional do organismo exposto (Midio & Martins,
2000). Uma ingestdo baixa de célcio (Paoliello & Chasin, 2001), fésforo, ferro e
proteinas podem provocar um aumento na absorcédo de chumbo (WHO, 1995). Por
outro lado, a vitamina C reduz a absor¢édo do chumbo, provavelmente por facilitar a
absorcéo do ferro (Midio & Martins, 2000). Fatores relacionados ao individuo como a
constituicdo genética, o estado fisiologico e a idade, também influenciam na
absorcdo do chumbo (Klassen, 1991; Paolielo & Chasin, 2001). Diferengas na
absorcédo intestinal, metabolismo ésseo e o rapido desenvolvimento do sistema
nervoso central, predispdem a uma absor¢cdo do chumbo cinco vezes maior nas
criancas em relacdo aos adultos (Lockitch, 1993).

Uma vez absorvido, o chumbo distribui-se no compartimento sangliineo em
duas formas: uma néo difusivel, ligada aos eritrocitos e outra difusivel, no plasma.

Apesar de mais de 95% do metal circulante permanecer ligado aos eritrécitos, a
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forma difusivel (plasmatica) é a fracdo mais ativa do metal. Em funcéo da sua maior
disponibilidade, esta fracdo pode influenciar diretamente a concentracdo de chumbo
nos outros compartimentos e, consequentemente, contribuir para a toxicidade do
metal nos diferentes 6rgdos e sistemas (Silva, 1983). A quantidade de chumbo
sanglineo, que geralmente representa uma exposi¢do a curto prazo, eleva-se até
atingir um platd, e o excesso penetra nos tecidos moles como o cérebro, o figado e
os rins (Mushak & Crocetti, 1989; Baird, 2002). O tempo de meia-vida para o
chumbo no sangue é de 36 dias e nos tecidos moles é de 40 dias (Paolielo &
Chasin, 2001; Kosnett, 2003). Finalmente o chumbo deposita-se nos 0ssos, onde
substitui o célcio, j& que os fons Pb?*" e Ca? sdo similares em tamanho (Baird,
2002). Em adultos, quase 90% da carga corporal de chumbo esta contida no 0sso
onde a meia-vida desse metal é de 20 a 27 anos (Rabinowitz et al., 1976). O
chumbo presente no esqueleto é biologicamente inerte, porém em situacdes que
envolvem a desmineralizacdo 6ssea, como a gravidez e a osteoporose, o chumbo
pode ser rapidamente mobilizado levando ao aparecimento dos sintomas téxicos,
mesmo depois de cessada a exposicdo (Saryan & Zenz, 1994). Todavia, em
condi¢cbes que ndo envolvem a dissolugdo dos ossos, a toxicidade do chumbo é
proporcional a quantidade presente nos tecidos moles, e ndo a quantidade que se
encontra no sangue ou nos 0ssos (Baird, 2002). O chumbo é eliminado do
organismo pela urina e fezes (excrecao biliar), podendo também, ser excretado
através do leite materno. A concentracdo do chumbo secretado pelo leite materno
varia entre 10 a 30% da plumbemia (Paoliello & Chasin 2001).

2.1.4 Alteragdes bioguimicas

O chumbo (Pb?"), assim como o cadmio (Cd**) e o mercurio (Hg?"), possuem
uma forte afinidade por grupos sulfidrilicos (SH) de aminoéacidos, especialmente a
cisteina. A interacdo do chumbo com os grupos sulfidrilicos resulta em deplecéo da
glutationa (Saxena et al., 2005), além da inibi¢cdo da atividade de enzimas envolvidas
no metabolismo deste tripeptidio, como a glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) e glutationa-S-transferase (GST) (Sivaprasad et al., 2004). A
ligacdo direta do chumbo com os grupos sulfidrilicos do sitio ativo da enzima d-
aminolevulinato desidratase (d-ALA-D), resulta em um decréscimo na sua atividade e

inibicdo da via de biossintese do grupo heme da hemoglobina (Rocha et al., 1995).
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Além disso, dados disponiveis na literatura indicam que o chumbo é capaz de induzir
a sintese de metalotioneinas hepaticas, as quais sdo proteinas ricas em cisteina
cuja funcao principal no organismo é atuar na homeostase de minerais como o cobre
e 0 zinco (Maitani, Watahiki & Suzuki, 1986; Moffatt & Denizeau, 1997).

Além da afinidade por grupos sulfidrilicos, o chumbo também interfere na
funcdo de minerais como o calcio. Por ser quimicamente semelhante ao calcio, o
chumbo pode substitui-lo no organismo e afetar a neurotransmisséo (Silbergeld &
Adler, 1978). As alteragcdes observadas incluem mudangas na liberagdo de
neurotransmissores, ativacdo da proteina quinase C (uma proteina com dominio de
ligacdo para o calcio) e a inibicao da captacdo de glutamato nos astrécitos (Godwin,
2001). O chumbo também substitui o calcio nos 0ssos e a sua liberacao e deposicao

neste tecido segue o metabolismo normal do calcio no 0sso.

2.1.5 Efeitos nefrotéxicos

A exposicdo ambiental e ocupacional ao chumbo tem sido associada a danos
na funcdo renal (Payton et al., 1994) e estudos relataram efeitos nefrotoxicos em
animais que ingeriram varias doses de chumbo (Vyskocil et al., 1989). A toxicidade
renal do chumbo esta relacionada ao seu acumulo seletivo nos rins (Choie & Richter,
1980). A nefrotoxicidade aguda induzida pelo chumbo em humanos tem como
caracteristicas a presenca de corpos de inclusdo, alteracbes mitocondriais e
citomegalia das células epiteliais do tubulo proximal. Os corpos de inclusdo sdo
formados pelos complexos chumbo-proteinas, que sao constituidas de &cido
aspartico e glutdmico e de pouca cisteina. Em torno de 90% do chumbo depositado
no rim de ratos intoxicados foi encontrado como complexos chumbo-proteinas
(Goyer & Moore, 1974). As mitocondrias das células renais sofrem interferéncias nos
processos de oxidacdo e fosforilagdo, o que é responséavel pela diminuicdo das
funcdes de reabsorcao tubular proximal (Paolielo & Chasin 2001). A disfuncdo nos
tibulos proximais é manifestada como aminoaciddria, glicosuria, fosfatdria e
aumento da excrecdo de sédio (uma sindrome semelhante a sindrome de Fanconi)
(ATSDR 1999; Paoliello & Chasin 2001). No caso de nefropatia cronica induzida pelo
chumbo, as caracteristicas observadas incluem fibrose intersticial progressiva,
dilatacao dos tubulos e atrofia ou hiperplasia das células epiteliais tubulares, pouca

ou nenhuma incluséo de corpos nucleares, reducao na taxa de filtracdo glomerular e
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uremia, podendo evoluir para uma faléncia renal crénica (Goyer, 1989; Nolan &
Shaikh, 1992; Paoliello & Chasin 2001). Enquanto os efeitos da nefropatia aguda
parecem ser reversiveis, os efeitos da nefropatia crbnica sao irreversiveis. A
exposicdo ao chumbo também pode contribuir para o aparecimento da “gota
saturnica” que é desenvolvida como resultado da hiperuricemia induzida por chumbo

devido ao decréscimo da excrecao do acido urico (ATSDR 2000).
2.1.6 Estresse oxidativo e chumbo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas exogenamente por
agentes ambientais ou endogenamente como uma conseqiéncia dos processos
metabdlicos, incluindo a respiracdo celular (Findlay et al., 2005). A formacao de
EROs por organismos aerobicos é conduzida de modo a obter concentracdes
fisiologicas dessas espécies, as quais sdo requeridas para a funcéo celular normal,
ou quantidades excessivas que levam ao aumento do estresse oxidativo (Nordberg
& Arnér, 2001). O estresse oxidativo ocorre quando a producao de EROs excede a
capacidade antioxidante celular, causando danos em muitos constituintes celulares,
como lipidios insaturados, proteinas e DNA (Findlay et al., 2005). As EROs incluem
um grande numero de moléculas quimicamente reativas e derivadas do oxigénio,
como por exemplo o anion radical superéxido (O2"), o perdéxido de hidrogénio (H,0,)
e o radical hidroxil (OH). As moléculas anteriormente citadas e seu mecanismo de
formacgéao estéo ilustrados na Figura 1.

1 ¥ '
[ [ [ e

G oS ol Yoo

0,— 0" — H:0:;—="0H + OH' — 2H;

IH' H

Figura 1 - Formacao das espécies reativas de oxigénio, a partir do oxigénio molecular, com
sucessivas transferéncias de elétrons (Nordberg & Arnér, 2001).

A homeostase entre a formacédo e a degradacdo de EROs no organismo é
mantida por moléculas e proteinas antioxidantes que removem as EROs e restauram
o balanco redox (Findlay et al., 2005). As principais enzimas antioxidantes na célula
incluem a (a) superéxido dismutase (SOD), que catalisa a conversdo do radical
superoxido (O,7) a perdxido de hidrogénio (H,0,), (b) catalase (CAT) que reduz o
H,O, a agua e oxigénio (O,), (c) glutationa peroxidase (GPx) que catalisa a reducéo
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de hidroperéxidos (H.0,) usando a glutationa (GSH) como um redutor e (d) as
peroxirredoxinas (Prx) as quais reduzem tanto o H,O, como os hidroperéxidos
alquilas em conjunto com a tioredoxina redutase (TrxR), tioredoxina (Trx) e NADPH
(Nordberg & Arner, 2001; Findlay et al., 2005) (Figura 2).

(a) 0" + H0 — 2H:0, (superdxido dismutase)
(b) 2ZH:0,; — 2ZH,O + O; (catalase)

(¢} Hi0;+ 2GSH — G55G + 2H,0 (glutationa peroxidase)

(d) 2H.O, Prx® X'm“ x TR™ anm*n - H"
i -J |"all

2H O + 0, Prx " NADP

Figura 2 - Esquema das reagfes envolvidas na remocéo de EROs pelas enzimas antioxidantes
celulares (Findlay et al., 2005).

A producéao de radicais livres e o0 estresse oxidativo tém sido apontados como
causa da injaria tecidual induzida pelo chumbo no figado, cérebro, rins e em outros
orgaos (Patra et al., 2001; Sivaprasad et al., 2002). A participacdo de radicais livres
na intoxicacdo por chumbo pode ocorrer em diferentes niveis. A inibicdo da enzima
sulfidrilica -ALA-D pelo chumbo leva ao acumulo de seu substrato, o acido ©-
aminolevulinico (ALA) que constitue-se em uma fonte enddgena potencial de
radicais livres (Hermes-Lima et al., 1991), podendo levar a danos oxidativos no DNA,
peroxidacéo lipidica e deple¢céo do sistema de defesa antioxidante celular (Gurer &
Ercal, 2000). Por outro lado, o chumbo (Pb?*) per se tem a capacidade de estimular
a peroxidacao lipidica na presenca de ferro (Fe**) (Adonaylo & Oteiza, 1999). Além
disso, a deplecao da glutationa (GSH) e de proteinas sulfidrilicas, bem como as
alteracoes nas atividades de enzimas antioxidantes, parecem estar envolvidas no
dano oxidativo induzido pelo chumbo (Lawton & Donaldson, 1991; Gurer et al.,
1998). Jurczuck et al. (2006) demonstraram que o decréscimo dos niveis renais e
hepéticos de glutationa (GSH) e dos grupos tidlicos nao-protéicos (SHNP) em ratos
expostos a 500 mg/L de chumbo na agua durante 12 semanas, pode ser um dos
mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da peroxidacéo lipidica nestes
orgaos. Tandon et al. (2002) relataram que a exposi¢do através da agua a 2000
ppm de acetato de chumbo durante nove semanas inibiu a atividade da 6-ALA-D,
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elevou os niveis de malondialdeido (MDA) (um produto final da lipoperoxidacédo), e a
atividade da catalase no sangue e no cérebro de ratos intoxicados. Flora et al.
(2003) demonstraram uma reducdo na atividade da &-ALA-D e nos niveis de
glutationa (GSH) sangtinea, bem como uma diminui¢do na atividade da catalase, e
um aumento nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e na
atividade da glutationa peroxidase (GPx) no figado e nos rins de ratos que foram
expostos a 0,1% de chumbo na agua. De maneira semelhante, ratos expostos
diariamente a uma injecao subcutanea de 100 mg/kg de acetato de chumbo durante
30 dias apresentaram um aumento na peroxidacao lipidica e reducdo na atividade
da superéxido dismutase (SOD) e nos niveis de glutationa renal e hepética (El-
Sokkary et al., 2005).

2.2 Sistema da tioredoxina

O sistema da tioredoxina € formado pela enzima tioredoxina redutase (TrxR),
pela proteina tioredoxina (Trx) (principal substrato da TrxR) e NADPH. Neste
sistema, a TrxR reduz o dissulfeto do sitio ativo da Trx a ditiol usando o NADPH

como doador de elétrons (Figura 3; Arnér & Holmgren, 2000).

NADPH + H — TrxR —=> NADP"
Trx-S, Trx-(SH),
—
Proteina-(SH), Proteina -S,

Figura 3 - Sistema da tioredoxina: a Trx reduzida pela TrxR é um redutor geral de dissulfetos de

proteinas (Arnér & Holmgren, 2000).

Juntamente com o sistema da glutationa, este sistema é reconhecido como o
principal regulador do ambiente redox intracelular e atua na defesa antioxidante,
bem como no controle da regulagéo redox de diversos processos celulares (Arnér &
Holmgren, 2000). Além de atuar na prevencao, intervencdo e reparo de danos as

proteinas causados pelo estresse oxidativo (Arnér & Holmgren, 2000), o sistema
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esta envolvido na regulacdo direta de varios fatores de transcricdo, regulacdo da
apoptose e em muitas vias metabdlicas, como a sintese do DNA, metabolismo da
glicose, metabolismo do selénio, e reciclagem da vitamina C (Nordberg & Arnér,
2001). No entanto, as multiplas funcdes celulares desempenhadas pelo sistema da
tioredoxina podem estar relacionadas tanto a proteina Trx como diretamente a
enzima TrxR, em funcdo desta Gltima poder atuar sobre outros substratos além da

Trx.

2.2.1 Caracterizagdo da tioredoxina redutase de mamiferos

2.2.1.1 Estrutura e sitio ativo

As isoenzimas da TrxR sao oxidorredutases homodiméricas dependentes de
NADPH e contém um FAD por subunidade que reduz o sitio ativo da Trx oxidada
(Holmgren & Bjornstedt, 1995). O peso molecular é 55-65 kDa por subunidade,
maior portanto, quando comparado com o peso molecular de 35 kDa da TrxR de
procariontes, plantas ou leveduras (Holmgren & Bjérnstedt, 1995; Arnér & Holmgren,
2000). Trés isoformas desta enzima j& foram isoladas e identificadas em mamiferos,
como a isoforma classica nomeada TrxR citosélica (TrxR1), a mitocondrial (TrxR2) e
a terceira (TrxR3/TGR) isolada dos testiculos de ratos. As trés isoformas sao
selenoproteinas e contém um residuo de selenocisteina (Sec) préximo ao carbono
terminal, o qual é essencial para a sua atividade (Nordberg & Arnér, 2001). Estudos
demonstraram que a atividade da TrxR é severamente prejudicada em animais (Hill
et al.,, 1997) e em linhagens de células humanas (Marccoci et al., 1997) com
deficiéncia de selénio. Berggren et al. (1997) demonstraram que a adi¢cao de selénio
as células cancerigenas humanas produziu um aumento varias vezes maior na
atividade da TrxR, o que ndo foi observado para outras selenoproteinas como a
glutationa peroxidase (GPx). Além disso, a comunicacdo redox entre Cys-Sec na
porcao carboxi-terminal e o sitio ativo dissulfeto na por¢cdo amino terminal € proposta
como sendo essencial para a atividade da TrxR de mamiferos (Zhong & Holmgren,
2000; Fujiwara et al., 2001).
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2.2.1.2 Funcdes fisiolégicas da tioredoxina redutase citosolica

A TrxR de mamiferos esta estritamente relacionada a outras flavoproteinas
dissulfeto oxidorredutases, como a glutationa redutase quanto a estrutura primaria,
cristalina e nas caracteristicas gerais do mecanismo catalitico (Nordberg & Arnér,
2001). No entanto, a presenca do residuo de selenocisteina de facil acesso na
porcdo carboxi-terminal ocorre apenas na TrxR, o que explica muitas das
caracteristicas peculiares desta enzima. Uma caracteristica notavel da tioredoxina
redutase citosdlica (TrxR1) é a ampla especificidade de substratos, podendo reduzir
diretamente outras proteinas dissulfetos, compostos dissulfetos de baixo peso
molecular e compostos nao dissulfetos (Nordberg & Arnér, 2001). Através da
reducdo direta do peroxido de hidrogénio e de hidroperdxidos lipidicos, a TrxR1
poderia atuar como uma via enzimatica alternativa para a detoxificacdo de peroxidos
(Nordberg & Arnér, 2001). Proteinas dissulfeto-isomerases (PDI), as quais sao
proteinas presentes no reticulo endoplasmatico e que estdo envolvidas no
dobramento pds-translacional e no processamento de proteinas celulares, possuem
dominios dissulfetos semelhantes aos da Trx, que podem ser diretamente reduzidos
pela TrxR1 ou pela Trx (Lundstrom & Holmgren, 1990). Outros substratos para a
TrxR1 incluem o polipeptidio antibacteriano NK-lisina (Andersson et al., 1996), L-
cistina, vitamina K e aloxano (Holmgren & Lyckeborg, 1980).

Muitos estudos demonstraram que a atividade antioxidante da TrxR de
mamiferos pode estar relacionada também a regeneracdo direta de compostos
antioxidantes pela enzima. A reducao do acido ascorbico e do radical ascorbil livre,
do acido lipdico e da ubiquinona pode ser eficientemente realizada pela TrxR1
(Nordberg & Arnér, 2001). Além disso, TrxR1 também reduz muitos compostos de
selénio, tais como selenito (Kumar et al., 1992), selenocistina (Bjornstedt et al.,
1995) e a selenocisteina (Sec) inserida no sitio ativo da glutationa peroxidase
plasmética (Bjornstedt et al., 1994). A TrxR1, na presenga ou auséncia da Trx, reduz
o selenito (SeOs*) a seleneto de hidrogénio (HSe) para a incorporacéo
cotranslacional do selénio as selenoproteinas. A reducdo de compostos de selénio
para a sintese da propria TrxR1 e para a sintese de outras selenoproteinas, torna a
TrxR1 uma enzima chave no metabolismo do selénio no organismo, constituindo-se,
portanto, em um elo entre o selénio e 0s processos antioxidantes celulares
(Nordberg & Arnér, 2001).

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

27

2.2.2 Funcdes fisiologicas da tioredoxina

A tioredoxina (Trx) foi primeiramente descrita por Laurent et al. (1964) como
uma pequena proteina com atividade redox na Escherichia coli. Subseqientemente,
as tioredoxinas foram encontradas em diversas espécies procariéticas e
eucaridticas. Atualmente, estudos demonstram que as tioredoxinas de mamiferos
estdo envolvidas em diversas fungfes celulares. A atividade destas proteinas tem
sido encontrada extracelularmente (estimulacdo do crescimento celular e
quimiotaxia), no citoplasma (como um antioxidante e um fator redutor), no nacleo
(regulagédo da atividade de fatores de transcricdo) e na mitocondria (Powis &
Montfort, 2001). Como as TrxRs s&o a Unica classe de enzimas conhecidas por
reduzir a Trx oxidada, acredita-se que sejam essenciais na regulacdo da atividade
do sistema da tioredoxina (Mustacich & Powis, 2000). Um resumo das principais
funcbes do sistema da tioredoxina esta ilustrado na Figura 4.

acido deidroascorbico

, AsK-t indugdo da
dcido ascorbico « NADPH+H ™s, — apoptose
hidroperdxidos lipidicos (ROOH) —= TrxR N
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repressio = \h oL
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do NFxE Pi\"]’“/\/\PD] {s”
no citosol) P
(P Hi0 + 03

Figura 4 — Resumo das principais fung@es do sistema da tioredoxina de mamiferos (Nordberg &
Arnér, 2001).

2.2.3 Efeitos de metais
O sistema da tioredoxina é o principal sistema envolvido na defesa celular
contra o dano oxidativo (Arnér & Holmgrem, 2000). Alguns metais como o cadmio, o

mercurio e o arsénio podem induzir o estresse oxidativo e causar lipoperoxidagéo e

alteracdo na atividade de enzimas antioxidantes, incluindo a glutationa redutase
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(GR), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) (Casalino et al., 1997; Bando et
al.,, 2005; Pal & Chatterjee, 2006). Estudos demonstraram que a atividade da
tioredoxina redutase (TrxR) também pode ser afetada por ions metalicos. A
exposicdo de células hepéticas humanas a diferentes concentragdes de aluminio,
cobre, zinco, manganés, selenito e cadmio durante 2 a 3 horas induziu a atividade
da TrxR. Embora o mecanismo da inducdo da TrxR n&o esteja esclarecido para
todos os metais ja avaliados, Sakurai et al. (2005) demonstraram que a inducéo da
atividade da tioredoxina redutase citosélica (TrxR1) de células endoteliais arteriais
de bovinos pelo cadmio foi devido a super-regulacao do nivel de RNAm da TrxR1 ja
que o cadmio ativa o fator 2 relacionado ao NF-E2 (Nrf2), que € um fator de
transcricdo responsivo ao estresse. Posteriormente, foi demonstrado que células
HelLa com supressdo da TrxR1 exibiram maior sensibilidade a doses baixas de
cadmio (menores do que 10 uM) e menor sensibilidade a doses altas, o que sugere
gue a TrxR1 poderia desempenhar uma importante funcdo na defesa celular contra
doses baixas de cadmio. Similarmente, esse estudo também demonstrou que a
viabilidade das células com supressdo do RNAm da TrxR1l foi maior quando
expostas a doses maiores de arsénio e mercurio inorganico do que as células
controle. Foi sugerido que o residuo de selenocisteina (Sec) da TrxR1 poderia
interagir com cadmio ou mercurio, comprometendo o selenol da enzima, tornando-a
enzimaticamente inatva e sem atividade citoprotetora, 0 que poderia
consequentemente, induzir a morte celular quando exposta a doses elevadas
desses metais (Nishimoto et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a TrxR
comprometida no selénio pode rapidamente induzir a apoptose (Anestal & Arnér,
2003).

Por outro lado, tem sido demonstrado que alguns complexos metalicos, em
fungéo de sua eletrofilicidade, inibem a atividade da tioredoxina redutase (TrxR) por
interagir diretamente com o residuo de selenocisteina no sitio ativo. O selenol da
TrxR na por¢éo carboxiterminal é facilmente acessivel e extraordinariamente reativo,
podendo ser derivatizado por compostos eletrofilicos (Nordberg et al., 1998).
Compostos de platina comumente utilizados na terapia do cancer, como a cisplatina
e oxiliplatina séo eficientes inibidores da TrxR. Além disso, os compostos de ouro
utilizados no tratamento da artrite reumatéide, como a auranofina e o aurotiomalato
de sédio sdo potentes inibidores da tioredoxina citosolica (TrxR1) e mitocondrial
(TrxR2), mas ndo das enzimas glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase
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(GPx) (Gromer et al., 1998; Rigobello et al., 2004). Em vista das mdltiplas funcdes
desempenhadas pelo sistema da tioredoxina, como na sintese do DNA e processos
inflamatoérios, bem como na defesa geral contra o estresse oxidativo, a inibicdo da
TrxR foi reconhecida como um mecanismo potencial pelo qual estes compostos
poderiam exercer seus efeitos citotoxicos (Witte et al., 2005).

O envolvimento do estresse oxidativo na toxicidade de metais também pode
envolver a oxidacdo das tioredoxinas. Além de afetar a atividade da enzima TrxR,
alguns metais podem também oxidar a proteina Trx e desencadear o processo
apoptotico. Hansen et al. (2005) demonstraram que metais como 0 arsénio, o
cadmio e o mercario promoveram pouca oxidacdo da glutationa (GSH), mas
oxidaram significativamente tanto a tioredoxina citosélica (Trxl) quanto a
mitocondrial (Trx2). A oxidagdo das tioredoxinas foi responsavel pela ativagdo da
proteina quinase-1 reguladora do sinal de apoptose (ASK-1) e subseqiente morte
celular, o que sugere que a ativacdo da apoptose pode estar associada a ions
metalicos que oxidam a tioredoxina (Trx) e por isso, ativam a ASK-1. A oxidacao da
Trx também pode estar relacionada a inibicdo da TrxR por alguns metais como o
arsénio (Lin et al., 2000). No entanto, ndo foram encontrados na literatura, estudos
avaliando o efeito do chumbo sobre a atividade da tioredoxina redutase de

mamiferos, nem sobre o sistema da tioredoxina como um todo.
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3 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito que encontra-se aqui organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliogréficas,
encontram-se no préprio manuscrito. A apresentacdo do manuscrito esta baseada
na versdo que sera resubmetida a Revista Basic & Clinical Pharmacology &

Toxicology.
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3.1 Manuscrito
EFFECT OF LEAD ACETATE ON RENAL CYTOSOLIC THIOREDOXIN
REDUCTASE ACTIVITY AND OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN

THE KIDNEY OF RATS.

Manuscrito a ser resubmetido a Revista Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology
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Abstract It has been suggested that oxidative stress is an important molecular
mechanism of toxic effects of lead in the kidney. Thioredoxin reductase-1 is a
selenoprotein involved in many celular redox processes. This study evaluated the
effect of acute and chronic exposure (i.p.) to lead acetate on thioredoxin reductase-1
activity and on other oxidative stress parameters in the kidney of rats, as well as on
indicators of renal function commonly used to assess lead poisoning. Acute exposure
to 25 mg/kg lead acetate increased superoxide dismutase and thioredoxin reductase-
1 activity (after 6, 24, and 48 h), while exposure to 50 mg/kg lead acetate increased
catalase activity (after 48h) and inhibited d-aminolevulinic acid dehydratase activity
(after 6, 24, and 48 h) in the kidney (P < 0.05). Chronic exposure (thirty days) to 5
mg/kg lead acetate inhibited d-aminolevulinic acid dehydratase and increased
glutathione S-transferase, non protein sulfhydryl groups, catalase, thioredoxin
reductase-1, and uric acid plasma levels, while exposure to 25 mg/kg lead acetate
reduced body weight and d-aminolevulinic acid dehydratase, but increased
glutathione S-transferase, non protein sulfhydryl groups, and uric acid plasma levels
(P < 0.05). No changes were observed in thiobarbituric acid reactive substances,
glutathione peroxidase, creatinine or inorganic phosphate levels after either acute or
chronic exposure. Our results suggest that thioredoxin reductase-1 may be an early

indicator of acute exposure to low lead doses.
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Lead is a pervasive environmental pollutant that is selectively accumulated in the
kidneys, where it may cause proximal tubular dysfunction after acute exposure or
irreversible nephropathy after chronic exposure [1]. Lead is commonly found in cells
attached to thiol-containing molecules and the inhibition of the sulfhydryl-containing
enzyme d-aminolevulinate dehydratase has been shown as an effect of its toxicity.
[2]. This inhibition leads to the accumulation of d-aminolevulinic acid, which
undergoes a process of autoxidation generating reactive oxygen species [3]. In line
with this, oxidative stress has also been implicated as a contributing factor in lead-
associated renal injury [4]. Several antioxidant enzymes and molecules have been
used to evaluate lead-induced oxidative damage. Reduced glutathione (GSH) and
glutathione dissulfide concentrations, glutathione peroxidase, superoxide dismutase,
and catalase activities are the most commonly used ones [5,6]. Moreover, the
expression and activity of cytosolic glutathione S-transferases, which are a family of
detoxification enzymes, has been found to be increased in the kidney of rats exposed
to lead [7].

Thioredoxin reductase is a selenoprotein that catalyzes the reduction of oxidized
thioredoxin, using NADPH as the electron donor [8]. The thioredoxin system (i.e.
thioredoxin reductase, thioredoxin, and NADPH) together with the glutathione system
are regarded as main regulators of the intracellular redox environment. Among the
three mammalian thioredoxin reductases so far isolated, thioredoxin reductase-1 is
the only one that has a broad substrate specificity reducing not only different
thioredoxins but also other antioxidant compounds, including selenium compounds,

dehydroascorbate, lipoic acid, and ubiquinone [8]. Additionally, mammalian
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thioredoxin reductases are also NADPH-dependent lipid hydroperoxide and
hydrogen peroxide reductases and may serve as an electron donor of human plasma
glutathione peroxidase [8]. Since the thioredoxin system functions in redox
regulation, it could play an important protective role against lead-mediated damage.
In the present study, we evaluated the effects of acute and chronic exposure
to lead acetate on cytosolic thioredoxin reductase activity and on parameters
commonly used as indicators of lead-induced oxidative damage (d-aminolevulinate
dehydratase, glutathione S-transferase, non-protein thiol groups, lipid peroxidation,
and antioxidant enzymes in the kidney), as well as on plasmatic indicators of renal

function (creatinine, uric acid, and phosphate) in rats.

Materials and methods
Animals. This study was approved by the Ethics and Animal Welfare Committee of
the Federal University of Santa Maria (n° 23081.019156/2005-74). Male Wistar rats
from our breeding colony were used for acute (8 weeks-old, 181.3 £ 9.8 g body
weight) and chronic exposure (6 weeks-old, 145.0 + 20.5g body weight). Animals
were housed five to a cage and maintained in an air-conditioned room (22-25°C)
under natural lighting conditions, with free access to water and standard laboratory

chow (Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil).

Exposure and sample collection. For acute exposure, the animals received one
intraperitoneal (i.p.) injection (1 mL/kg body weight) of vehicle (120 mM NacCl, 10 mM
phosphate buffer, pH 7.4) or lead acetate (25 mg/kg or 50 mg/kg). For chronic

exposure, the animals received one daily i.p. injection of vehicle or lead acetate (5 or
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25 mg/kg body weight) during thirty days. Lead acetate suspensions were prepared
in 120 mM NacCl, 10 mM phosphate buffer, pH 7.4.

Six, twenty-four, or forty-eight hours after the lead acetate injection in for acute
exposure and twenty-four hours after the last injection for chronic exposure, the rats
were anaesthetized by cardiac punction. Plasma was obtained and stored at -20°C
until analyses. Animals were killed by decapitation and the right kidney was
homogenized in 3 volumes of 150 mM NaCl. The homogenate was centrifuged at
3000 x g at 4°C for 10 minutes to yield a low-speed supernatant that was used to
determine d-aminolevulinate dehydratase, glutathione S-transferase, non-protein thiol
groups, thiobarbituric acid reactive substances, and antioxidant enzyme activity. The
left kidney was homogenized in 9 volumes of buffered saline (137 mM NacCl, 2.7 mM
KCl, 4.3 mM Na;HPO,, 1.4 mM KH,PO,, pH 7.3) and prepared as described by Hill
et al. [9]. The supernatant obtained was used to determine thioredoxin reductase-1
activity. Succinate dehydrogenase activity was assessed as described by Fischer et
al. [10] and no activity was detected in the supernatant fraction, indicating the

absence of mitochondria.

d-Aminolevulinate dehydratase activity. After incubation at 39°C for 180 minutes the

reaction product was determined using Ehrlich’s reagent at 555 nm [11].

Glutathione S-transferase. Glutathione S-transferase activity was determined by

measuring the increase in absorbance at 340 nm using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene

as the substrate [12].
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Non-protein thiol groups. The low-speed supernatant fraction was mixed with 10%
trichloroacetic acid (1:1 v/v), followed by centrifugation and neutralization of the
supernatant (to pH 7.5) with 1 M Tris [13]. Non-protein thiol groups were immediately

determined as described by Ellman [14] using a standard curve of cysteine.

Lipid peroxidation. After the addition of 7.2 mM of butylated hydroxytoluene to
prevent further oxidation, the supernatant was used for determination of thiobarbituric
acid reactive substances [15]. Samples were extracted with n-butanol and the
reaction product was determined at 535 nm using a standard curve of 1,1,3,3-

tetraethoxypropane.

Antioxidant enzymes. Superoxide dismutase activity was determined based on its
ability to inhibit the autoxidation of adrenaline to adrenochrome at an alkaline pH [16].
Catalase activity was determined using H,O, as substrate [17]. The pseudo-first
order reaction constant (k) of the decrease in H,O, absorption at 25°C was
determined and specific activity was expressed as k/g protein. Glutathione
peroxidase activity was determined using glutathione reductase and NADPH. The
method is based on the oxidation of NADPH, which is indicated by a decrease in
absorbance at 340 nm [18]. Thioredoxin reductase-1 activity was determined using
5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and NADPH [19]. The method is based on
the reduction of DTNB, which is indicated by an increase in absorbance at 412 nm.
Gold (lll) chloride trihydrate (500 nM) was used to inhibit thioredoxin reductase
activity [20] and determine non-thioredoxin reductase DTNB reduction, which was

subtracted from total DTNB reduction in order to obtain thioredoxin reductase activity.
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The amount of DTNB reduced was calculated using an absorption coefficient of 13.6

x 103 molt cm™.

Protein quantification. Protein was measured using bovine serum albumin as

standard [21].

Plasma creatinine, uric acid, and inorganic phosphate levels. These parameters were

determined using routine laboratory kits (Doles reagents, Goiania, GO, Brazil).

Statistical analysis. Data were analyzed using two-way analysis of variance (3 Pb
doses x 3 times) for acute exposure and one-way analysis of variance for chronic
exposure, followed by Duncan’s multiple range test when necessary. Differences

were considered statistically significant when P < 0.05.

Results

Acute exposure to 25 mg/kg lead acetate did not alter d-aminolevulinate
dehydratase activity, but 50 mg/kg inhibited the activity of this sulfhydryl-containing
enzyme after 6, 24, and 48 h (P < 0.05; fig. 1a). Acute exposure to lead acetate did
not change glutathione S-transferase activity (fig. 1b), the levels of non-protein thiol
groups (fig. 1c), thiobarbituric acid reactive substances (data not shown), or
glutathione peroxidase activity (fig. 2a). Catalase activity was not changed by 25
mg/kg lead acetate, but increased significantly 48 h after a single injection of 50
mg/kg lead acetate (fig. 2b). Superoxide dismutase and thioredoxin reductase-1
activities were increased after exposure to a single injection of 25 mg/kg lead acetate

(P < 0.05), but no changes were observed after exposure to 50 mg/kg (fig. 2c).
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Plasma levels of uric acid, creatinine, and inorganic phosphate were not changed up
to 48 h after acute exposure to lead acetate (25 or 50 mg/kg, data not shown).
Chronic exposure to 25 mg/kg lead acetate decreased the rate of body weight
gain from the 16" day of exposure onwards, but no change was observed in the rats
exposed to 5 mg/kg lead acetate (fig. 3). A dose-dependent inhibition of renal d-
aminolevulinate dehydratase activity and an increase of glutathione S-transferase
activity and non protein thiol group levels (P < 0.05) were observed in the kidney after
chronic exposure to lead acetate (table 1). Chronic exposure to lead acetate had no
effect on glutathione peroxidase, superoxide dismutase (table 1), or on the levels of
thiobarbituric acid reactive substances in the kidney (data not shown). In contrast,
chronic exposure to 5 mg/kg lead acetate increased catalase and thioredoxin
reductase-1 activity (P < 0.05). These changes were not observed after chronic
exposure to 25 mg/kg lead acetate (table 1). Chronic exposure to 5 and 25 mg/kg
lead acetate increased uric acid plasma levels (P < 0.05; table 1), but did not change

inorganic phosphate or creatinine plasma levels (data not shown).

Discussion

In the present study we evaluated changes in the activity of the antioxidant
enzyme thioredoxin reductase-1 after lead exposure as compared to changes in
other commonly used indicators of lead exposure. We found that renal thioredoxin
reductase-1 is a sensitive indicator of lead poisoning as it is affected after exposure
to the lowest lead doses evaluated for both the acute and chronic exposure.

We found a simultaneous increase in superoxide dismutase and thioredoxin
reductase-1 activities in rats exposed to one dose of 25 mg/kg lead acetate, which

may indicate that thioredoxin reductase-1 plays a role in the decomposition of H,O,
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generated by superoxide dismutase. Thioredoxin reductase is the only class of
enzymes known to reduce oxidized thioredoxin [22]. Reduced thioredoxin is involved
in the reduction of oxidized peroxirredoxins, which scavenge oxidant species such as
H,O, and alkyl peroxides [22]. In addition, we observed increased catalase and
thioredoxin reductase-1 activities after chronic exposure to the lowest lead acetate
dose. The increase of antioxidant enzyme activities in our study probably occurred as
a defense response against lead. However, glutathione peroxidase activity, which is
believed to be important for the decomposition of H,O, under low-steady state levels,
was not changed in the present study.

Similar to superoxide dismutase activity in the acute exposure and catalase
activity in the chronic exposure, thioredoxin reductase-1 activity remained unchanged
after exposure to the highest lead acetate doses in our study, indicating a biphasic
effect of lead. Possibly, higher lead doses could result in the inactivation of these
enzymes, since lead exposure and the resultant oxidative stress have been reported
to modify the protein moiety of antioxidant enzymes [23]. In corroboration with our
results, Nishimoto et al. [24] showed that silencing the expression of thioredoxin
reductase-1 in HelLa cells increased sensitivity to a low cadmium dose and
decreased sensitivity to a high cadmium dose. This suggests that TrxR1 might
rescue the cells from moderate injury induced by a low dose of cadmium, while it
promotes the death of cells severely injured by a high dose of cadmium. Thus, it is
possible that thioredoxin reductase-1 could also have a dual role in lead exposure,
depending on lead levels.

To our knowledge, this is the first study evaluating the effect of lead exposure on
mammalian thioredoxin reductase activity. However, a previous studiy has revealed

that thioredoxin reductase from human hepatic cell lines was induced after 2-3 h
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exposure to aluminum, copper, selenite, zinc, or cadmium [25]. Also, Sakurai et al.
[26] reported that cadmium up-regulates the thioredoxin reductase-1 mRNA level in
bovine arterial endothelial cells by activating NF-E2-related factor 2, a stress-
responsive transcriptional factor.

Although the mechanism by which thioredoxin reductase-1 activity is increased
after lead exposure is not yet known, there are several reports showing that the
upregulation of thioredoxin and thioredoxin reductase has a protective effect against
intracellular oxidative stress [25, 27]. It has been suggested that the selenocysteine
residue in thioredoxin reductases serves as a cellular redox sensor, because when
cells generated reactive oxygen species, selenocysteine in the active site of
thioredoxin reductase-1 was oxidized, while its expression was elevated [28].

The increase of non protein thiol group levels and glutathione S-transferase after
chronic exposure to lead acetate in the present study is in agreement with previous
findings [7]. Glutathione S-transferase conjugates lead to the non protein thiol
compound glutathione, which facilitates lead excretion and reduces lead toxicity [29].
Accordingly, decreases of glutathione and non protein thiol groups have been
implicated in lipid peroxidation induced by lead in kidney and liver [4]. Therefore, the
unchanged levels of thiobarbituric acid reactive substances in our study, may be due
to an increase of non protein thiol group levels and/or antioxidant enzyme activities,
both of which are effective in scavenging reactive oxygen species and consequently
in preventing kidney lipid peroxidation in acute as well as in chronic exposure.

Changes in superoxide dismutase and thioredoxin reductase-1 activities after
acute lead exposure (25 mg/kg) were not accompanied by changes in plasma
indicators of renal function, suggesting that these antioxidant enzymes could be early

indicators of lead exposure. The sulfhydryl-containing enzyme d-aminolevulinate
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dehydratase is considered an important index of subcritical effects of lead due to the
high affinity of lead for its sulfhydryl groups [1]. Although this enzyme was inhibited in
a dose-dependent manner after chronic lead exposure, in acute exposure it was
inhibited only after exposure to 50 mg/kg lead acetate, suggesting that antioxidant
enzyme activity is a more suitable indicator of acute exposure to low lead doses than
d-aminolevulinate dehydratase activity .

For chronic exposure, uric acid levels were increased in a dose-independent
manner, indicating renal dysfunction. Moreover, changes in non protein thiol group
levels and d-aminolevulinate dehydratase, glutathione S-transferase, catalase, and
thioredoxin reductase-1 activities were also observed. The reduction of body weight
gain observed in animals chronically exposed to 25 mg/kg lead acetate seems not to
be involved in the biochemical effects of lead, since all biochemical changes were
also observed at the lower lead dose (5 mg/kg).

Our results showed that the response of antioxidant molecules against lead-
induced oxidative stress is complex. Lead exposure caused a marked increase in the
thioredoxin reductase-1 activity in the kidney of rats and this was the only parameter
affected by low lead doses both after acute and chronic exposure. Changes in
thioredoxin reductase-1 activity along with those in superoxide dismutase may be an
early indicator of acute exposure to low lead doses, since they occurred before
changes in other indicators of lead exposure (ALA-D activity and plasma indicators of
renal function). However, further studies are needed to clarify the biological

significance of this induction as well as the mechanism involved in such effect.
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Figure captions

Fig. 1. Time course of changes in (a) d-aminolevulinate dehydratase (ALA-D)
activity and (b) glutathione S-transferase (GST) and (c) non-protein thiol
groups (NPSH) levels in kidney after acute exposure to lead acetate (0-50
mg/kg). Data are expressed as means + SEM (n=6-8). *Different from all other

groups (P < 0.05). PBG = porphobilinogen. CDNB = 1-chloro-2,4-dinitrobenzene.

Fig. 2. Time course of changes in antioxidant renal enzymes after acute
exposure to lead acetate (0-50 mg/kg): (a) glutathione peroxidase (GPx), (b)
catalase (CAT), (c) superoxide dismutase (SOD), (d) thioredoxin reductase-1
(TrxR-1). Data are expressed as means + SEM (n=5-8). “Different from all other
groups (P < 0.01). *Different from other groups at the same time (P < 0.05). éDifferent

from all other groups (P < 0.0001).

Fig. 3. Effect of chronic exposure to lead acetate on body weight of rats. Data
are expressed as means (n=7-8). SEM bars did not appear because they were lower
than line markers. The body weight was registered before the daily i.p. injection of
saline (control) or lead acetate (5 or 25 mg/kg) during 30 days. *Different from control

in the same day (P < 0.05).
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Effect of chronic exposure (30 days) to lead acetate (AcPb) on d-aminolevulinate dehydratase activity (ALA-D), glutathione S-transferase, non-

protein thiol groups levels (NPSH), and antioxidant enzymes activity in kidney, and uric acid plasma levels

Control 5 mg/kg AcPb 25 mg/kg AcPb
ALA-D (nmol PBG/h/mg protein) 1.31+0.16% 0.76 + 0.07° 0.38+0.07°
Glutathione S-transferase (nmol CDNB conjugated/min/mg protein)  60.93 + 11.67 © 116.34 + 18.14° 21578 +22.51°2
NPSH (nmol NPSH/mg protein) 17.43 + 2.40° 34.36+ 2.82° 46.05 + 3.032
Glutathione peroxidase (nmol NADPH/min/mg protein) 21.61 + 4.742 21.42 + 1,582 20.37 + 1.932
Catalase (k/g protein) 117.44+9.11°  171.05+10.82% 10159 + 11.29°
Superoxide dismutase (U/mg protein) 7.76 + 0.88° 9.10+0.85% 7.61+0.97°
Thioredoxin reductase-1 (nmol DTNB/min/mg protein) 5.63+0.79°" 0.88+1.932 411+137°
Uric acid (mg/dL) 0.46 + 0.07° 1.06 + 0.1482 0.93+0.122

Data are expressed as means + SEM (n=7-8).

Values within the same line that have different letters are significantly different (p<0.05).
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4 DISCUSSAO

O chumbo é conhecido por prejudicar o balanco pré-oxidante/antioxidante dos
tecidos e evidéncias experimentais sugerem que o dano celular mediado por radicais
livres pode estar envolvido na patologia associada a intoxicagdo pelo chumbo
(Adonaylo & Oteiza, 1999). No presente estudo, foram avaliadas as alteracdes na
atividade da enzima antioxidante tioredoxina redutase citosélica (TrxR1) apos a
exposicdo ao chumbo ao mesmo tempo em que foram comparadas com as
alteracdbes em outros parametros de estresse oxidativo que sdo comumente
utilizados na avaliacao da toxicidade do
chumbo. Assim, através deste estudo, procurou-se determinar se as alteracdes na
atividade da TrxR1l e demais parametros avaliados ocorreram em niveis de
exposicao fisiologicamente relevantes, ja que a DLsy para a injecao intraperitoneal
em ratos € 150 mg/kg (Masci & Bongarzone, 1995). Foi encontrado que a TrxR1
renal € um indicador sensivel da exposicdo ao chumbo, pois a sua atividade foi
alterada apoés a exposicdo as menores doses de chumbo avaliadas neste estudo.

As enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) sao a primeira linha de defesa celular contra
as espécies reativas de oxigénio (EROs) e tem sido sugerido que o decréscimo de
suas atividades contribui para o dano oxidativo nos tecidos (Sivaprasad et al., 2004).
Neste estudo, ndo foram encontradas alteragcdes na atividade da GPx, mas um
aumento na atividade da CAT foi observado 48 horas ap0s a exposi¢cao aguda a 50
mg/kg de acetato de chumbo e apés 30 dias de exposicdo a 5 mg/kg de acetato de
chumbo. Estes resultados estdo de acordo com diferentes estudos que relataram um
aumento na atividade da CAT nos eritrécitos (Gurer et al., 1998), cérebro, figado e
rim (Pande & Flora, 2002) de ratos expostos ao chumbo.

A SOD desempenha um importante papel na protecdo contra os efeitos
téxicos do anion radical superéxido (O?) por catalisar a sua dismutacdo a peréxido
de hidrogénio (H20,). No presente estudo foi encontrado um aumento na atividade
da SOD em ratos expostos a dose Unica de 25 mg/kg de acetato de chumbo, mas
ndo em animais expostos a dose maior (50 mg/kg) ou quando os animais foram

expostos cronicamente ao acetato de chumbo. Semelhante a estes resultados, foi
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observado um aumento na atividade e expressao protéica de enzimas antioxidantes
no rim de ratos apds 12 semanas de exposicao ao acetato de chumbo para a SOD e
a CAT, mas nao para a GPx (Farmand et al., 2005). O aumento nas atividades das
enzimas antioxidantes neste estudo ocorreu provavelmente como uma resposta de
defesa contra a toxicidade do chumbo. Entretanto, a atividade da GPx, a qual &
importante na decomposicéo de baixas concentracées do H,O, (Cohen & Hochstein,
1963), ndo acompanhou o aumento na atividade da SOD na exposicdo aguda,
sugerindo um possivel desequilibrio no sistema antioxidante/oxidante.

Houve um aumento na atividade da TrxR1 nos ratos expostos as doses
menores de acetato de chumbo tanto apds a exposicdo aguda (25 mg/kg) quanto
apos a exposicao crénica (5 mg/kg). O aumento induzido pelo chumbo na atividade
da TrxR1 na exposi¢do aguda iniciou antes de completar 6 horas apos a injecao e
persistiu por mais do que 48 horas apos a exposicdo ao chumbo. Esse aumento
ocorreu simultaneamente com o aumento da atividade da SOD na exposicédo aguda,
0 que pode indicar um papel para a TrxR1 na decomposi¢cdo do H,O, gerado pela
SOD. A tioredoxina redutase (TrxR) € a Unica classe de enzimas capaz de reduzir a
tioredoxina (Trx) oxidada (Mustacich & Powis, 2000). A Trx reduzida esta envolvida
na reducao das peroxiredoxinas (Prxs), as quais removem espécies oxidantes como
o H,0, e os hidroperéxidos alquilas (Mustacich & Powis, 2000).

Este € o primeiro estudo que avaliou o efeito da exposicdo ao chumbo sobre a
atividade da TrxR de mamiferos. No entanto, outros estudos recentes relataram que
a atividade desta enzima foi afetada por outros metais em cultura de células. A TrxR
de linhagens de células hepaticas humanas foi induzida apds a exposicao de 2 a 3
horas ao aluminio, cobre, selenito, zinco e cadmio (Jung et al., 2004). Sakurai et al.
(2005) relataram que o cadmio super-regula os niveis do RNAm da TrxR em células
do endotélio arterial de bovinos por ativar o fator 2 relacionado ao NF-E2 (Nfr2), que
€ um fator transcricional responsivo ao estresse.

Apesar do mecanismo de ativacdo da TrxR1 pelo chumbo ainda néo estar
elucidado, existem varios relatos que mostram que a super-regulacdo da Trx e da
TrxR tem um efeito protetor contra o0 estresse oxidativo intracelular (Park et al.,
2005). Jung et al. (2004) demonstraram que o peroxido de hidrogénio (5 mM)
produziu um aumento significativo na atividade da TrxR em células hepaticas
humanas cancerosas (hepatomas) e em células hepaticas normais. A exposicdo de
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) as concentracdes baixas de
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acroleina (um aldeido a,B-insaturado e um dos produtos da lipoperoxidacéo) inativou
diretamente a TrxR e aumentou o dano oxidativo celular. Entretanto, a inativacéo
inicial das moléculas da TrxR desencadeou um sinal compensatério para a inducao
da expressao génica desta enzima (Park et al., 2004). Similarmente, Park et al.
(2002) também relataram que a exposi¢cdo de HUVEC a um doador de peroxinitrito
(SIN-1) resultou em uma inativagdo inicial das moléculas de TrxR e
consequentemente, na inducdo da expressdo génica da TrxR como uma resposta
adaptativa ao estresse oxidativo. De acordo com estes relatos, estudos sugerem que
o residuo de selenocisteina nas tioredoxinas redutases (TrxRs) atua como um
sensor redox da célula, ja que quando as células produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs), a selenocisteina do sitio ativo é oxidada, enquanto a expresséo
destas enzimas é elevada (Sun et al., 1999).

Um mecanismo pelo qual a exposicdo ao chumbo aumenta a atividade da
TrxR1 poderia envolver a participacdo do célcio. Estudos sugerem que proteinas que
naturalmente ligam calcio sdo alvos da ligacdo com o chumbo, o que contribui para o
desenvolvimento dos sintomas associados a intoxicacdo pelo chumbo (Bouton et al.
2001). Rigobello et al. (2006) demonstraram que a TrxR1, mas nao a TrxR2 foi
inibida por concentrac6es submicromolares de célcio e esta inibicdo ocorreu devido
as alteracdes conformacionais na isoforma citosoélica induzidas por este metal, o que
sugere que o calcio poderia agir como um regulador fisiolégico do sistema da
tioredoxina. Esta hip6tese foi sustentada por estudos anteriores que também
relataram um efeito inibitério do célcio sobre a atividade da TrxR (Schallreuter et al.
1986; 1989; Gitler et al., 2002; Gromer et al. 2004). Em funcdo da competicdo do
chumbo com o calcio no organismo em muitos processos fisiol6gicos, pode-se
sugerir que o chumbo também poderia interferir na inibicéo fisioldgica da atividade
da TrxR1 pelo célcio. No entanto, estudos posteriores deverdo ser realizados para
confirmar esta hipétese.

Semelhante a atividade da SOD na exposicao aguda e a atividade da CAT na
exposicdo crbnica, a atividade da TrxR1 permaneceu inalterada ap0s exposicao as
maiores doses de acetato de chumbo usadas neste estudo, indicando um efeito
bifasico do chumbo. Possivelmente, maiores doses de chumbo resultariam na
inativacdo destas enzimas, ja que tem sido demonstrado que a exposi¢cdo ao
chumbo e o estresse oxidativo resultante podem modificar o sitio ativo de enzimas

antioxidantes (Valenzuela et al., 1989). Nishimoto et al. (2006) demonstraram que
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células HeLa com supressao da TrxR1 exibiram maior sensibilidade a doses baixas
de cadmio (menores do que 10 yM) e menor sensibilidade a doses altas, o que
sugere que a TrxR1 poderia desempenhar uma importante funcdo na defesa celular
contra o cadmio por dois caminhos: possivel recuperacao das células contra a injuria
moderada induzida por baixas doses de cadmio e inducdo da morte de células
severamente injuriadas por altas doses de cadmio. Assim, uma possivel funcao
desempenhada pela TrxR1 na exposi¢cao ao chumbo estaria relacionada aos niveis
deste metal.

Apesar de estudos demonstrarem que a exposi¢ao ao chumbo pode causar a
deplecdo de grupos tidlicos nao-protéicos (SHNP) e da glutationa (GSH) em uma
variedade de sistemas biolégicos (Tandon et al., 2002; Jurczuck et al., 2006), neste
estudo, os niveis renais de SHNP aumentaram de maneira dose-dependente em
ratos expostos cronicamente a 5 e 25 mg/kg. Também foi observado um aumento
dose-dependente na atividade da glutationa S-transferase (GST) na exposicéo
cronica. Patra et al. (2001) relataram um aumento nos niveis de SHNP no cérebro,
mas nenhuma alteracao nos niveis de SHNP no figado e no rim de ratos expostos
ao chumbo durante quatro semanas. De acordo com os resultados do presente
estudo, Daggett et al. (1998) observou um aumento dos niveis renais de glutationa
(GSH) e na expresséo e atividade da glutationa S-transferase (GST) ap6s exposicao
ao acetato de chumbo. Glutationa S-transferases (GSTs) sdo enzimas responsaveis
pela conjugacdo de substratos eletrofiicos e de xenobidticos com a GSH,
proporcionando a excrecdo do conjugado (Listowisky et al., 1988). O chumbo forma
um complexo termodinamicamente estavel com a GSH (Ballatori, 1994) e a
formacéo deste conjugado é favorecida pelas isoenzimas da GST, facilitando assim,
a excrecao do chumbo. Por isso, a GST e a GSH desempenham um papel potencial
na reducédo da toxicidade do chumbo.

O aumento na atividade de enzimas antioxidantes e de grupos ti6licos nao-
protéicos apOs a exposicdo a agentes toxicos é geralmente considerado como uma
resposta de defesa e acredita-se que seja desencadeado como resultado do
estresse oxidativo (Nordberg & Arnér, 2001; Farmand et al., 2005). Todavia, tanto a
exposicdo aguda como a exposicdo crbnica ao chumbo ndo alteraram os niveis
renais de TBARS neste estudo. De fato, os relatos existentes na literatura sobre as
alteracdes nos niveis de TBARS induzidas pelo chumbo s&o contraditérios. Os
resultados do presente estudo estdo de acordo com Patra et al. (2001) que
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encontraram niveis de TBARS aumentados no figado e no cérebro, mas nédo nos rins
de ratos apO6s a exposicdo ao chumbo. Por outro lado, Perottoni et al. (2005)
encontraram uma reducdo nos niveis de TBARS nos rins de ratos intoxicados. Os
autores atribuiram este decréscimo a competicdo do chumbo acumulado no rim com
os ions ferro, que sao iniciadores da peroxidacao lipidica. Jurczuck et al. (2005)
encontraram correlacdes negativas entre as concentracdes hepaticas e renais de
GSH e/ou SHNP e os niveis de malondialdeido (MDA), sugerindo que o decréscimo
das concentracdes de GSH e SHNP no figado e rim de ratos expostos ao chumbo
esta envolvido nos mecanismos da acao peroxidativa do chumbo nestes érgaos. Por
outro lado, Daggett et al. (1998) observaram que os niveis aumentados de GSH e da
GST foram bem correlacionados com as alteracbes histopatologicas no rim
induzidas pelo chumbo, mas foram independentes do estresse oxidativo, jA que nédo
foram observadas alteracdes nos niveis de TBARS. A funcéo biolégica da GSH esta
diretamente associada a presenca de grupos sulfidrilicos (SH) reduzidos (Jurczuck
et al., 2006). A glutationa pode reagir diretamente com radicais livres e com produtos
da peroxidacéao lipidica, bem como atuar como substrato ou co-fator em reacdes
enzimaticas antioxidantes, desempenhando, portanto, seu papel essencial na defesa
contra o estresse oxidativo (Tandon et al. 2002). Assim, a auséncia de alteracdo dos
niveis renais de TBARS observada neste estudo pode ser devido ao aumento dos
niveis de SHNP e/ou na atividade de enzimas antioxidantes, o que pode ter sido
efetivo na remocédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequientemente,
na prevencao da peroxidacao lipidica no rim.

Estudos mostram uma forte associacdo entre a exposicdo ao chumbo e
efeitos prejudiciais a funcdo renal. A hiperfosfatiria € uma das manifestacdes
decorrentes da exposicdo aguda a altas doses de chumbo, como uma consequéncia
do dano aos tubulos proximais, e as alteracfes nos niveis de creatinina plasmatica
e na depuracdo de creatinina, sdo usados como indicadores de danos tardios em
humanos (ATSDR, 1992). No presente estudo, ndo houve alteracbes nos niveis
plasmaticos de fosfatos ou creatinina tanto na exposi¢cao aguda como na exposi¢ao
cronica. Por outro lado, um aumento nos niveis plasmaticos de acido Urico foi
observado apés a exposicado a 5 e 25 mg/kg de acetato de chumbo durante 30 dias,
0 que sugere danos na funcao renal. Como na exposicdo aguda a 25 mg/kg de
acetato de chumbo as alteracdes na atividade da SOD e da TrxR1 nédo foram

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

57

acompanhadas por alteracdes nestes indicadores plasmaticos, sugere-se que estas
enzimas poderiam ser indicadores primarios da exposi¢cdo ao chumbo.

A 6-ALA-D é uma metaloenzima que requer ions zinco para a sua atividade
(Jaffe et al., 1995) e catalisa a condensacédo assimétrica de duas moléculas do acido
d-aminolevulinico (ALA) a porfobilinogénio no passo inicial da biossintese do grupo
heme (Gibson et al., 1955). Por ser também uma enzima que contém grupos
sulfidrilicos no sitio ativo, metais como o mercurio e o chumbo e outros compostos
que oxidam grupos sulfidrilicos, modificam a sua atividade (Rocha et al., 1995;
Goering, 1993; Emanuelli et al., 1996). Em funcdo dessa elevada afinidade do
chumbo por grupos sulfidrilicos da 6-ALA-D, a atividade desta enzima é considerada
um importante indice dos efeitos subcriticos do chumbo (Al-Saleh, 1994; Simmonds
et al., 1995). Neste estudo, a atividade da d-ALA-D foi inibida na dose de 5 e 25
mg/kg de acetato de chumbo ap6s exposi¢cdo cronica, mas na exposicdo aguda a
inibicdo foi observada apenas na maior dose de acetato de chumbo (50 mg/kg), o
gue sugere que as alteragbes nas enzimas antioxidantes sdo mais adequadas do
que a atividade da ALA-D para avaliar a exposicdo aguda a doses baixas de
chumbo. A reducdo no ganho de peso corporal observada nos animais expostos a
25 mg/kg de acetato de chumbo na exposicdo prolongada parece nao estar
envolvida nos efeitos bioquimicos do chumbo, j& que todas as alteracdes
bioguimicas foram também ou somente observadas nas menores doses de acetato
de chumbo (5 mg/kg).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que ha uma resposta
complexa de moléculas antioxidantes contra o estresse oxidativo induzido pelo
chumbo. A exposicdo ao chumbo causou um aumento pronunciado na atividade da
TrxR1 renal de ratos e este foi 0 Unico parametro afetado por doses baixas de
chumbo tanto na exposi¢cdo aguda como na exposicdo cronica. As alteracdes na
atividade da TrxR1, acompanhadas pelas altera¢cdes na atividade da SOD podem
ser um indicador primério da exposicdo aguda a doses baixas de chumbo. Todavia,
sera necessaria a realizacdo de estudos posteriores para esclarecer o significado

biolégico desta inducao, bem como o mecanismo envolvido neste efeito.
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5 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam que:

® A exposic¢do ao chumbo néo alterou os niveis de TBARS e a atividade
da GPx.
® A exposicao prolongada ao chumbo provocou um aumento dose-

dependente nos niveis de SHNP e na atividade da GST, inibicdo dose-dependente
na atividade da 6-ALA-D e aumento dose-independente nos niveis plasmaticos de
acido urico;

® A exposicao aguda a maior dose de acetato de chumbo (50 mg/kg)
provocou a inibicdo da atividade da 6-ALA-D, no entanto n&o foram observadas
alteracoes nos indicadores da funcao renal.

® A exposicdo ao chumbo exerceu um efeito bifasico na atividade da
CAT, SOD e TrxR1, tanto na exposicdo aguda quanto na exposicdo cronica:
menores doses de chumbo aumentaram suas atividades, enquanto maiores doses
nao alteraram.

® A atividade da tioredoxina redutase-1 renal pode ser um indicador
sensivel da exposicao ao chumbo, ja que foi afetada nas menores doses de chumbo
avaliadas neste estudo tanto na exposi¢cado aguda, como na exposicao cronica.
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