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S6 temos consciéncia do belo

Quando conhecemos o feio.

S6 temos consciéncia do bom

Quando conhecemos o mau.

Porquanto o Ser e o Existir

Se engendram mutuamente.

O facil e o dificil se completam.

O grande e o pequeno sdao complementares.
O alto e o baixo formam um todo.

O som e o siléncio formam a harmonia.

O passado e o futuro geram o tempo.

Eis por que o sabio age

Pelo nao-agir.

E ensina sem falar.

Aceita tudo que lhe acontece.

Produz tudo e nao fica com nada.

O sabio tudo realiza - e nada considera seu.
Tudo faz - e ndo se apega a sua obra.

N3o se prende aos frutos da sua atividade.
Termina a sua obra

E esta sempre no principio.

E por isso sua obra prospera.

Lao Tsé
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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITOS DA RUTINA SOBRE A ATIVIDADE DA ACETICOLINESTERASE E
SOBRE O COMPORTAMENTO EM RATOS EXPOSTOS AO CADMIO

Autor: Amanda Maino Fiorenza
Orientadora: Vera Maria Melchiors Morsch
Co-orientadora: Maria Rosa Chitolina Schetinger
Data e Local da Defesa: Santa Maria,09 de setembro de 2011.

O presente estudo investigou o efeito da administracdo de Cadmio (Cd), de Rutina (Rut)
ou de ambos, na peroxidacao lipidica em diferentes estruturas encefalicas, na memoria
e ansiedade e na atividade da acetilcolinesterase (AChE) (ex vivo, in vitro e cinética) em
ratos. Os animais receberam Cd (2 mg / kg) e Rut (40 e 80 mg / kg) por gavagem
diariamente por 21 administragbes em dias alternados. Os ratos do estudo ex vivo,
foram divididos em seis grupos (n = 10): salina/salina, salina/Rut40, salina/Rut80,
Cd/salina, Cd/Rut40 e Cd/Rut 80. Os ensaios da AChE in vitro foram realizados nas
concentracfes de 1, 5, 10, 25 e 50 uM de Rut em homogeneizado de encéfalo de ratos
controles. As mesmas concentracbes foram utilizadas para a andlise cinética de
Electroforus electricus (E.e. AChE). O metal aumentou a peroxidacao lipidica em todas
as estruturas analisadas exceto no estriado. A Rut reverteu esse efeito somente no
hipotalamo e hipocampo. Houve uma piora da memdria no grupo que recebeu somente
Cd, porém a Rut reverteu essa diminuicdo de memdria tanto nas doses de 40 quanto na
de 80 mg/kg. O Cd teve efeito ansiogénico e a Rut reverteu esse comportamento em
ambas as doses. A sensibilidade ao choque e a atividade locomotora ndo foram
alteradas nos ratos que foram expostos ao Cd e/ou tratados com Rut. A atividade ex
vivo da enzima AChE aumentou no coOrtex e no hipotdlamo dos ratos que receberam
somente cadmio. A Rut reverteu esse aumento em ambas as doses. A atividade in vitro
da enzima AChE foi inibida em todas as concentracdes em sinaptossoma de cértex, no
cerebelo, no estriado, no hipocampo e hipotalamo. A andlise cinética da interacdo entre
Rut e E.e.AChE caracterizou uma inibicdo competitiva. Os achados do presente estudo
demonstram que o tratamento com Rut diminuiu os danos oxidativos a membrana,
impediu 0 aumento da atividade da AChE, reverteu o déficit de memoria e a ansiedade
causados pelo Cd. Além disso, caracterizou o composto como um inibidor da AChE
demonstrando que este flavondide pode modular a neurotransmisséo colinérgica e,
consequentemente, melhorar a cognigao.

Palavras-chave: Rutina, Cadmio, Acetilcolinesterase, Memoéria, Ansiedade, Estresse
Oxidativo, Flavonoides



ABSTRACT
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EFFECTS OF RUTIN ON THE ACTIVITY OF THE ACETYLCHOLINESTERASE
AND ON THE BEHAVIOR OF RATS EXPOSED TO CADMIUM

Author: Amanda Maino Fiorenza
Advisor: Vera Maria Melchiors Morsch
Co-advisor : Maria Rosa Chitolina Schetinger
Place and date: Santa Maria,09 of September of 2011.

This study investigated the effect of administration of cadmium (Cd), Rutin (Rut), or
both, on lipid peroxidation in different brain structures, memory, anxiety and activity of
the enzyme acetylcholinesterase (AChE) (ex vivo, in vitro and kinetic). The rats received
Cd (2 mg / kg) and Rut (40 and 80 mg / kg) by gavage for 21 administrations on
alternate days. To the ex vivo study, the animals were divided into six groups (n = 10):
saline/saline, saline/Rut40, saline/Rut80, Cd/saline, Cd/Rut40 and Cd/Rut80. The trials
of AChE in vitro were performed at concentrations of 1, 5, 10, 25 and 50 mM of Rut in
rat brain homogenate controls. The same concentrations were used for kinetic analysis
of Electroforus electricus (E.e.AChE). Cd increased lipid peroxidation in all structures
analyzed except in the striatum. Rut reversed this effect only in the hypothalamus and
hippocampus. Cd caused a decrease in test step-down latency and administration of
Rut (40 and 80 mg/kg) reversed this effect of Cd. Cd increased the number and the
percent of entries in enclosed arms of plus-maze, suggesting an anxiogenic effect of Cd.
Rut (40 and 80 mg/kg) reversed the anxiogenic effect of Cd. Rats that were exposed to
Cd and/or treated with Rut showed no altered sensitivity to shock, nor the locomotor
activity. The ex vivo activity of the enzyme AChE increased in the cortex and
hypothalamus of rats that received only Cd. Rut reversed this increase in both doses. In
vitro activity of the enzyme AChE was inhibited at all concentrations of synaptosome
cortex, cerebellum, striatum, hippocampus and hypothalamus. The kinetic analysis of
the interaction between the Rut and E.e.AChE showed a competitive inhibition. The
findings show that treatment with Rut decreased oxidative damage to the membrane,
prevented the increase in AChE activity, reversed the memory deficit and anxiety
caused by Cd. Moreover, characterized Rut as an inhibitor of AChE, showing that this
flavonoid may modulate cholinergic neurotransmission and, consequently, improve
cognition.

Keywords: Rutin, Cadmium, Acetylcholinesterase, Memory, Anxiety, Oxidative Stress,
Flavonoids
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Apresentacao

Esta dissertacdo esta organizada na seguinte forma: primeiramente sdo apresentados a
introducdo, os objetivos e a revisdo bibliogréfica. A seguir, 0s resultados sé&o
apresentados na forma de manuscrito. Os itens discussao e conclusao, dispostos apos
0 manuscrito, contém interpretacfes e comentarios gerais referentes ao mesmo. As
referéncias bibliogréficas apresentadas no final da dissertacédo referem-se as citacfes
gue aparecem nos itens introducao, revisao bibliogréafica e discussao.
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1. Introducéo

O cadmio (Cd) é um metal pesado ubiquo na natureza, porém, de certa forma
raro, encontrado em concentracdes normais médias de 0,20 mg/Kg™ na crosta terrestre
(VIG et al., 2003). O Cd é resistente a corrosdo e néo biodegradavel, dificiimente
encontrado em estado livre estando corriqueiramente formando complexos com
elementos como: Zinco (Zn), Cobre (Cu), Chumbo (Pb) e Ferro (Fe). E um elemento
toxico, sendo um importante contaminante ambiental e um dos mais toxicos entre 0s
metais pesados (CHEN & KAO, 1995). As concentracdes normais de Cd na litosfera
estdo cada vez mais desequilibradas, chegando de 24 até 100 mg/Kg™ (ALLOWAY &
STEINNES, 1999; SUN, 2006), devido as acBes antropogénicas, tais como a liberacao
desse metal em efluentes industriais e agricolas. As principais fontes de intoxicacéo
humana por Cd sé&o ocupacionais, tabagismo e alimentar (SATARUG & MOORE, 2004,
BERNARD, 2008).

Este metal pode acumular-se, principalmente nos rins e figado, devido a sua baixa
eliminacdo diaria e meia-vida biolégica longa (+ 30 anos) (PERRY et al.,, 1962;
YAMANO, 1998). A contaminacao pelo Cd pode desencadear processos inflamatorios,
imunossupressdo e o desequilibrio das espécies reativas de oxigénio (EROS)
(HASSOUN & STOHS,1996).

As células produzem, em condicbes normais, espécies reativas de oxigénio
(EROs) em pequenas quantidades que séo perfeitamente neutralizadas pelo organismo
(FANG et al., 2002). Este possui um mecanismo de defesa denominado sistema
antioxidante que pode ser dividido em enzimatico, o qual inclui enzimas como a
catalase (CAT), a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GSH-Px) e
em nao-enzimatico, que inclui a glutationa reduzida (GSH), a vitamina C e a vitamina E
(MATES et al., 1999).

O quadro de estresse oxidativo se da pelo desequilibrio entre as EROs e os
antioxidantes. Dentre os danos que o organismo pode sofrer estdo: a peroxidacdo

lipidica, a oxidacdo protéica, a diminuicdo do conteudo de &cido ascorbico e as

14



alteracOes na atividade de enzimas antioxidantes (SEVEN et al., 2004; VALKO et al.,
2006).

Para amenizar os efeitos oxidativos, além das defesas naturais, podemos utilizar
antioxidantes provenientes da dieta, como os flavonoides (FANG et al., 2002). Os
flavondides séo derivados fenolicos que compreendem um grande grupo de compostos
quimicos caracterizados pela presenca de anéis aromaticos (AFANAS’EV et al., 2001;
BLASCO et al., 2004; RODRIGO & BOSCO, 2006). Os flavondides sao substancias lipo
ou hidrossoluveis, glicosilados ou ndo, em seu estado livre (ACKER et al.,1996). Esses
compostos estdo presentes em varias espécies vegetais de uso alimenticio, como
frutas, verduras e sementes. Esta classe de compostos € amplamente conhecida por
sua acdo antioxidante, anticarcinogénica, vasodilatadora, antiinflamatoria,
imunoestimulante, antialérgica, vasoprotetora, neuroprotetora entre outros. (ANSARI et
al., 2009).

A Rutina (Rut), também conhecida como vitamina P, é um flavondide glicosilado
pertencente a classe dos flavondis. Suas principais fontes alimentares incluem a
cebola, a uva, o trigo sarraceno, a maca, o vinho tinto, o cha e o tomate. Essa classe de
compostos possui importancia farmacologica e terapéutica por inibir o processo de
formacdo de radicais livres, além de evitar danos ao sistema nervoso através da
modulacdo da atividade de enzimas como a acetilcolinesterase, por exemplo (YOUDIM
et al., 2003; 2004; SOOBRATTEE et al., 2005; SCHMATZ et al.,, 2009 a; 2009 b;
PARK, 2010).

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor do sistema colinérgico, realizando um
importante papel nas sinapses nervosas (PERRY et al., 1999; MESULAM et al., 2002).
A enzima acetilcolinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) é responsavel pela hidrélise deste
neurotransmissor em acetato e colina, modulando assim a duragao do impulso nervoso.
Os neurodnios colinérgicos, bem como a AChE se encontram amplamente distribuidos
no sistema nervoso central (SNC), onde desempenham papéis importantes na
organizacdo cortical do movimento, no aprendizado e na memoria (EVERITT &
ROBBINS, 1997; SZEGLETES et al.,1999; SOREQ & SEIDMAN, 2001).

15



Os processos de aprendizado e memaria sédo constituidos de uma complexidade
imensa, que envolve tanto a percep¢cdo do meio, a interpretacdo, as modificagbes
nervosas que ocorrem durante essa memoria, as novas ligacdes nervosas que serao
constituidas, e ainda, muitos processos, por hora, desconhecidos (IZQUIERDO, 1989;
IZQUIERDO & MEDINA, 1997; CONWAY, 2005). Isso faz da memdria um processo
complexo, gradual e dinamico o qual pode ser danificado por qualquer composto que

altere a homeostase nervosa como o Cd, por exemplo.

Diante do exposto, esse trabalho pretende avaliar o efeito do Cd, potencialmente
toxico ao SNC, sobre os processos mnemonicos (TSANGARIS,1998; LAFUENTE et al.,
2004; CAREY et al., 2006), bem como, avaliar a capacidade da Rut (um bioflavondide)
sobre as possiveis alteracbes oxidativas e comportamentais causadas pela

administracao do Cd.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Verificar o efeito da rutina sobre a memoria e atividade da acetilcolinesterase em

ratos machos adultos expostos oralmente ao cadmio.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar a possivel ocorréncia de dano oxidativo em encéfalos de animais
expostos ao cadmio e/ou rutina;

eAnalisar a atividade da acetilcolinesterase ex vivo em diferentes estruturas
encefélicas (cértex, estriado, hipocampo, cerebelo e hipotalamo) bem como em
preparacdes de sinaptossomas de ratos;

16



eAnalisar a atividade in vitro da acetilcolinesterase em diferentes estruturas
encefalicas (cértex, estriado, hipocampo, cerebelo e hipotalamo) bem como em
sinaptossomas de ratos;

¢ Analisar o efeito do cadmio e/ou rutina sobre a retencdo de memaoria em ratos;

e Analisar os efeitos da administracdo do cadmio e/ou rutina sobre parametros de
ansiedade em ratos;

e Analisar os efeitos da administracdo do cadmio e/ou rutina sobre a atividade

locomotora em ratos;

e Analisar o efeito in vitro da rutina sobre a cinética da acetilcolinesterase de
Electrophorus electrus;

17



3. Revisao bibliogréfica

3.1. Cadmio (Cd)

O cadmio (Cd) é um metal branco acinzentado, pertencente ao grupo IIB da
Tabela Periddica. Possui numero atdbmico 48, massa atOmica relativa 112,
(ANDERSEN, 1984; BERNARD , 2008). E classificado como metal pesado, por estar no
grupo de elementos com densidade maior que 5 g cm™ (BIZARRO, 2007). E um
elemento divalente com prevaléncia relativamente baixa na crosta terrestre, tendo o seu
teor médio em cerca de 0,17 - 0,20 mg/Kg™, sendo corriqueiramente complexado com
elementos como: Zinco, Cobre, Chumbo e Ferro .

O Cd é um elemento ndo essencial, amplamente explorado pela indastria devido,
principalmente, as suas propriedades anti-corrosivas e condutivas, levando o seu uso a
guase todos os setores de producgéo. Essas atividades tem elevado a sua presencga na
crosta terrestre, chegando de 24 a até 100 mg/Kg™ (JARUP, 1998 ; ALLOWAY &
STEINNES, 1999; SUN, 2006), fato que o faz um dos principais contaminantes

ambiental e um dos mais toxicos dentre os metais pesados (CHEN & KAO, 1995).

A distribuicdo normal deste metal pode ser alterada devido & fendmenos naturais
como a erosdo de rochas, erupg¢des vulcanicas e incéndios florestais, bem como por
atividades antropogénicas como a queima de combustiveis fosseis, efluentes
industriais, mineragao, dentre outras (VIG et al., 2003; ATSDR,2008).

O Cd, bem como os metais pesados em geral, possui diversos mecanismos de
acdo, exercendo seus efeitos tOxicos ao combinar-se com um ou mais grupos reativos
essenciais para funcdes fisioldégicas normais. O principal efeito toxico deste grupo de
elementos é a sua acdo sobre a estrutura das proteinas, muitas delas com atividades
enzimaticas. Ao alterarem as atividades enziméticas, os metais pesados afetam o
metabolismo, membranas celulares e organelas. A influéncia destas substancias se da

por mecanismos complexos, tais como: interacdo com metais essenciais por
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similaridade eletrbnica, formacdo de complexos metal-proteina, inibicdo enzimatica de
proteinas com grupos sulfidrilas (-SH) e comprometimento na funcéo de organelas
celulares como mitocdndrias, lisossomas e microtubulos (FERRER, 2003; SENGER,
2009).

As principais fontes de intoxicagdo humana por Cd sao ocupacionais, tabagismo e
alimentares (SATARUG & MOORE, 2004; BERNARD, 2008), sendo que, a sua
toxicidade varia conforme a via de contaminacdo, dose, forma quimica do metal,
duracdo da exposicao, idade do exposto, dentre outros fatores (CASALINO et al.,
1997). Este elemento é absorvido no organismo em pequenas quantidades, podendo se
acumular nos tecidos, principalmente figado e rins, devido a baixa eliminacao diaria e
sua longa meia-vida biolégica (= 30 anos) (PERRY et al., 1962; YAMANO, 1998). Esse
acumulo pode afetar varios 6rgdos como o figado, rins, pulmdes, ovarios, 0Sso0s,
testiculos e cérebro (SANTOS et al., 2004; 2005a; 2005b; 2006; LUCHESE et al., 2007;
BORGES et al., 2008).

Na célula, cerca de 70% do Cd é retido no citosol, 15% no nucleo e em quantidade
irrelevante em outras organelas (DIN & FRAZIER, 1985) ligando-se, também, as
metalotioneinas (MTs) bem como a grupos sulfidrilicos ou histidinicos (IZATT et al.,
1971; KLAASSEN, 2009). Além disso, o Cd interage com os componentes dos acidos
nucléicos e com os fosfolipidios de membrana (VALLE & ULMER, 1972).

A intoxicagdo aguda por Cd produz primariamente injuria hepatica e testicular,
enquanto a exposicdo crbnica produz dano renal, osteotoxicidade, neurotoxicidade,
infertilidade, dentre outros (RIKANS & YAMANO, 2000). Dessa forma, sob condicéo de
exposi¢cdo mais prolongada ao Cd, o complexo Cd-MT hepético € lentamente liberado
na circulacdo (TOHYAMA & SHAIKH, 1981; JARUP, 1998). Posteriormente a filtragéo
glomerular, este complexo é degradado e os ions Cd liberados se ligam as MTs renais
pré-existentes ou aquelas recentemente sintetizadas (CHERIAN, 1978). Quando a
guantidade de Cd presente no cortex renal excede a capacidade de ligacdo as MTs,
este Cd nao ligado é capaz de causar indiretamente nefrotoxicidade (NOMIYAMA &

NOMIYAMA, 1986), provavelmente pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) uma vez que nao participa diretamente de reacdes de oxidagao-reducéo
(HASSOUN & STOHS, 1996; CASALINO et. al., 1997).

A toxicidade do cadmio esta intimamente relacionada com a geracdo de EROs
uma vez que diversos trabalhos demonstraram alteracbes como aumento dos niveis de
peroxidacao lipidica, carbonilacdo protéica, bem como inibicdo ou reducéo da atividade
de enzimas antioxidantes como CAT, SOD, GSH-Px , glutationa redutase e enzimas de
reparo do DNA (CASALINO et. al., 1997; JOSEPH, 2009). Com o0 aumento constante
das EROs e a diminuicdo da efetividade do sistema antioxidante, se instala um quadro
denominado estresse oxidativo, onde, varios processos fisiol6gicos sdo perturbados
levando & uma série de danos como mutacdes, delecdes, apoptose, neurotoxicidade,
neurodegeneracdo, dano as membranas, perda de memodria e etc (LOPEZ et. al.,
2006).

3.2. Estresse Oxidativo e Sistema Antioxidante

As EROs s&o normalmente formadas nas células e nos tecidos em baixas
concentracbes, por meio da reducdo do oxigénio molecular (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). Este pode sofrer reducfes parciais, dando origem a moléculas
com um ou mais elétrons ndo pareados na camada de valéncia: os radicais livres. Essa
configuracdo faz destes, espécies altamente instaveis, de meias-vidas relativamente
curtas e quimicamente muito reativas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Muitos tipos
de EROs sao formados dentro dos organismos, as formas mais comuns de EROs
incluem: anion superéxido (O,7), radical hidroxil (OHY), oxigénio singleto (*O,), e

peroxido de hidrogénio (H20,).

Havendo o desequilibrio entre a producdo das EROs e a acédo do sistema
antioxidante, temos o estresse oxidativo, onde essas EROs exercem efeitos citotoxicos
sobre os fosfolipidios de membrana, resultando na peroxidagéo lipidica, danificando o
metabolismo da glutationa, oxidando proteinas, depletando o conteudo de &cido
ascorbico e alterando a atividade das enzimas antioxidantes (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).
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A membrana celular € o principal alvo das EROs, sendo a peroxida¢do de seus
fosfolipidios, um bom indicador de dano oxidativo nas células, através da quantificacao
do malondialdeido (MDA) (ALEXANDROVA & BOCHEV, 2005). O cérebro é um dos
orgaos mais afetados pela peroxidacdo lipidica devido a constituicAo de suas
membranas rica em acidos graxos poliinsaturados, os quais sdo preferencialmente
oxidados (PATRICO & DELANTY, 2000). A seletividade de uma membrana que sofreu
danos oxidativos é comprometida, havendo a liberacdo de enzimas hidroliticas e
produtos citotoxicos que podem conduzir a apoptose celular (HORTON, 2003). Sabe-
se que o radical hidroxil e o ferro desempenham um papel extremamente determinante
na iniciacdo deste processo através da reacao de Fenton (FERREIRA & MATSUBARA,
1997).

Dentre os alvos das EROs, estdo também, as proteinas. Estas podem sofrer
modificacdes estruturais, bem como a perda de sua atividade catalitica, quando
enzimas (DEAN et al., 1997). A carbonilacdo protéica pode ser uma medida razoavel
para quantificacdo do dano por oxidacdo (BERLETT & STADMAN, 1997; DALLE-
DONNE et al., 2003).

Nosso organismo possui um aparato antioxidante que tem por finalidade combater
e reduzir os danos oxidativos. Esse recurso pode ser classificado, quanto ao seu modo
de acdo em: enzimético e ndo enzimatico (SODHI et al., 2008). Os antioxidantes
enzimaticos incluem trés enzimas principais: SOD, que é encontrada no citosol (Cu/Zn-
SOD) e na mitocondria (Mn-SOD), GSH-Px e CAT que estédo presentes no citosol e nos
peroxissomos, respectivamente (MATES et al., 1999). A SOD converte o0 O,"em uma
molécula menos reativa, o H,O, (PARIHAR et al., 2008). O H,O, tem meia-vida longa e
€ capaz de atravessar camadas lipidicas, apesar de ndo ser um radical livre, pela
auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, o H,O, € um metabdlito do
oxigénio extremamente deletério porque participa da reacdo que produz o OH
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997). A CAT é uma classica enzima da familia das
oxidorredutases que converte H,O, em H,O enquanto a GSH-Px catalisa a redugéao do
H,O, e dos hidréxidos organicos com a simultdnea oxidagdo da molécula de glutationa

(MATES et al., 1999). O sistema de defesa ndo-enzimatico é formado por moléculas
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hidrossoluveis e lipossoluveis de baixo peso molecular. Os antioxidantes hidrossoluveis
sdo compostos que tém alta afinidade pela 4gua, como a GSH, o acido Urico e o acido
ascorbico (vitamina C). Os antioxidantes lipossoliveis sdo compostos que tém alta
afinidade por lipidios, destacam-se os carotendides, o a-tocoferol (vitamina E) e a
bilirrubina (MURPHY & SIES, 1991; NOCTOR & FOYER, 1998).

E importante ressaltar que os antioxidantes ndo-enzimaticos, em sua maioria, nao
sdo sintetizados pelo organismo animal, sendo, entdo, necessario a ingestdao de
alimentos que sejam fontes destas substancias, como os vegetais, por exemplo. Esses
antioxidantes, em sua maioria, s&o0 compostos de origem vegetal, que possuem um ou
mais anéis aromaticos ligados a hidroxilas, sendo, portanto, capazes de, por vezes,
atuar como quelantes de metais e neutralizar a acdo dos radicais livres. Um importante
grupo de polifendis com atividade antioxidante é o grupo dos flavondides. Este grupo
pode estar presente nas mais diversas fontes, sendo dividido em varias subclasses,
normalmente, combinadas entre si (FERNANDEZ et al., 2002; ROSS e KASUM, 2002;
TANDON et al., 2003).

3.3. Flavondides

Os flavondides sdo considerados substancias antioxidantes lipo e hidrossoluveis,
sendo encontrados em forma livre de acUcares, mais apolares e em formas glicosiladas,
mais polares (ACKER et al., 1996; YAO et al., 2004). Compdem uma ampla classe de
substancias de origem natural, os quais além de possuirem uma capacidade de
atuacdo antioxidante, possuem, ainda, diversas propriedades farmacoldgicas, tais
como: propriedade anticarcinogénica, vasodilatadora, anti-inflamatéria,
imunoestimulante, antialérgica, vasoprotetora, neuroprotetora entre outros (ARAUJO et
al., 2005; ANSARI et al., 2009).

Os flavondides apresentam diversas estruturas, porém, todos incluidos nessa
classe, apresentam uma organizacdo genérica composta por 15 atomos de carbono
reunidos em um nucleo fundamental triciclico (Figura 1). Muitos deles se apresentam
na forma glicosilada, sendo mais comumente encontrados os carboidratos D-glicose, L-

ramnose, glicoramnose, galactose e arabinose ligados principalmente na posi¢céo 3. A
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estrutura de cada flavonoide a partir de seu nucleo fundamental € o que nos permite
classifica-los em antocianidina, flavanoéis, flavanona, flavonas, flavonéis e isoflavonas
(Tabela 1) (RICE-EVANS et al., 1996; YAO et al., 2004).

Figura 1. Ndcleo genérico de um flavonoide. Os anéis A e B sdo aromaticos e o
anel C é um heterociclo (ARAUJO et al., 2005).

Os flavonoides dao a coloracdo caracteristica de muitas de suas fontes, sendo
pigmentos utilizados pelas plantas muitas vezes como atrativos para insetos
polinizadores, bem como pigmentos protetores contra radiacdo UV (HARBORNE, 1988;
BROUILLARD et al., 1989; SHAHIDI, 1997).
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Tabela 1. Sub-Classes dos flavondides, caracteristicas e fontes. Adaptada de
(PEDRIALI, 2005).

Sub-Classes Cor Flavondides representativos Fontes

Azul,vermelho,

Antocianidina ) Cianidina Frutase flores
violeta
Incolor Catequinas, epicatequinas Magcas, cha, cerveja
Flavanol
Amarelo Procianidina Sucos de frutas, vinho
Flavanona Incolor,amarelo Hesperidina, Naringenina Frutascitricas
) ) ) Cereais
Flavona Amareloclaro Apigenina, luteolina ’ )
frutas,flores,vegetais
Cebolas,
Quercetina, Miricetinae rutina macas,tomates,vinho
Flavonol Amareloclaro ) )
tinto, trigo sarraceno,
cha
. . Legumes (derivados
Isoflavona Incolor Genisteina, daizeina g (

de soja)

O metabolismo dos flavonéides é amplamente conhecido em ratos, porém nao se
tem muitas informagdes do seu mecanismo em humanos. Hoje, se tem um interesse
grande em esclarecer esse mecanismo, bem como o comportamento destes compostos
no organismo Vvisto que, apresentam variadas propriedades farmacoldgicas de grande
interesse. Hoje, se da destaque a toxicologia dos flavondides, uma vez que estes
podem se acumular em alguns 6rgdos como o figado ou modular o sistema imune
(BHATIA & JAIN, 2004).

Apesar de acumularem-se em tecidos, os flavondides possuem baixa toxicidade
devido a pequena solubilidade da aglicona e o rapido catabolismo do nucleo pirrélico no
figado (TAPIERO et al., 2002). Os flavondides por serem moléculas especialmente
grandes, passam por um processo de quebra, auxiliado por bactérias intestinais, afim
de que possam ser absorvidos com maior facilidade (HOLLMAN & KATAN, 1998; DAY
et al., 2000; MIDDLETON et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; BHATIA & JAIN, 2004).

ApoOs passarem pelo trato digestorio, migram pela corrente sanguinea até o figado,

onde sofrem mais algumas transformacdes antes de, por fim, se encontrarem livres no
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sangue (Figura 2). Uma vez livres, podem alterar o estado redox de 6rgéos, melhorar a

atividade antioxidante enzimética, modificar a expressdo de algumas proteinas, alterar

0 crescimento celular, promover reparo ao material genético danificado, desencadear

apoptose de células aberrantes entre outros (ALIA et al., 2003; YAO et al., 2004).

Intestines

Polyphenol
1 in food

Stomach

(_,/-\ ﬂ (polyphenol

Remaining fraction available for
distribution to tissues

(Bioavailability)

Liver
4. metabolis|

(polyphenol dissolved
in portal blood)

Polyphenol exposed
to gut fluids

1. dissolution
(variable fraction

metabolised by liver
enzymes)

dissolved
in gut fluids)

3. absorption

2. metabolism (variable fraction metabolised by
enzymes from gut microbiota and gut wall)

Figura 2. Absorcao,

(SCHEEPENS et al., 2010).

Hoje se fala muito em

uma

metabolismo e distribuicdo dos flavondides.

Fonte:

medicina preventiva, onde os compostos bioativos,

como os flavondides, sejam consumidos diariamente, através da dieta, minimizando,

assim, os riscos de desenvolvimento de doencas recorrentes, cronicas, degenerativas,

bem como prevenindo o envelhecimento. Para que iSso ocorra, € necessario, que cada

vez mais, se estude esse mecanismo de acdo dos flavondides no organismo, sua

insercdo em rotas metabdlicas, seus efeitos colaterais, sua toxicidade, uma vez que sédo

parte integrante de nossa dieta e que muitas vezes fazemos uso de suplementacao

com 0S mesmos sem termos conhecimento de quanto consumimos e de quanto se

deve consumir para se obter os seus efeitos benéficos (YAO et al., 2004).
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3.3.1. Rutina

A Rut, que é um flavondide pertencente a sub-classe dos flavonois, tem sido
amplamente pesquisada, em conjunto com a quercetina, devido as suas interessantes
propriedades farmacoldgicas (TRANCHIMAND et at., 2010). E também conhecida como
vitamina P, possuindo férmula molecular Cy;H30016 (Figura 3). Seu extrato,
normalmente, se apresenta como um po com coloracdo amarelo-esverdeada, insipido e

inodoro.

OH

HO OH
OH

Figura 3. Estrutura da Rutina. Adaptado de (EUQUERES et al., 2009).

Os primeiros relatos envolvendo a Rut datam de aproximadamente 1842 e
referem-se a uma espécie originaria da Europa, a Ruta graveolens L., mais
popularmente conhecida como arruda (COSTA, 1978). Porém, esse flavondide ndo esta
restrito a essa espécie, e sim, amplamente distribuido em diversos géneros do Reino
Vegetal, em pelo menos 34 familias e mais de 77 espécies (GRIFFITH et al. 1955). E

encontrado em frutas especialmente maca e uva, bem como na cebola, tomate, fava,
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trigo sarraceno, e cha preto (RICE-EVANS et al., 1996; YAO et al., 2004; SANTOS et
al., 2011).

Embora, a Rut seja encontrada em varias espécies vegetais, normalmente ela
estd em pequenas quantidades e em conjunto a outros flavonoides. As principais fontes
deste flavondide sdo o trigo sarraceno, espécie predominantemente asiatico-européia e
a Dimorphandra mollis, mais popularmente conhecida como fava, espécie brasileira e
principal fonte deste composto em quantidade produzida (Figura 4) (SANTOS et al.,
2011).

Figura 4. Inflorescéncia do Faveiro, Dimorphandra mollis, &rvore nativa do serrado
brasileiro e principal fonte de rutina . Fonte: Wikipédia - Verbete: Dimorphandra mollis

em http://en.wikipedia.org/wiki/Dimorphandra_mollis . Acesso :16 de jun.2011.

A molécula de Rut tem origem na fusdo de uma molécula de quercetina com duas
moléculas de carboidratos (D-glicose e L-ramnose), tornando-a maior e pouco mais
soluvel em &gua, devido a polaridade do agucar. No trato digestério, enzimas
pertencentes a flora bacteriana intestinal, conseguem clivar a Rut em quercetina e

rutinose (D-glicose e L-ramnose) (Figura 5), de modo que essa molécula consiga
27



penetrar pela parede intestinal e chegar ao sangue, onde pode constituir novamente a
Rut, ou permanecer como quercetina (TRANCHIMAND et at. , 2010).

Rutin(osid)ase
—_—

H,0

0.
(0]
OH

HOHO

Rutinose

Figura 5. Reacdo de clivagem da Rutina. Adaptado de (TRANCHIMAND et at. ,
2010).

Tendo, uma vez, atingido a corrente sanguinea, esse flavondide, como todos os
demais, serd metabolizado no figado e distribuido através da circulacdo sanguinea para
todos os tecidos, onde, por sua vez, realizard uma gama de efeitos, em sua grande
maioria, benéficos (SCHEEPENS et al., 2010).

Além de exercer atividade antioxidante, reparando danos oxidativos e
neutralizando EROs, a Rut reduz a pressdo arterial, aumenta o colesterol-HDL
apresenta atividade antiagregante, normalizadora da resisténcia e da permeabilidade
capilar, antiprotozoarios, antiviral, inibidora do crescimento  bacteriano,
imunomoduladora, anticarcinogénica, bem como reparadora de danos ao SNC e
memoria (JANBAZ et al., 2002; PU et al., 2007).
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3.3.2. Flavondides e o Sistema Nervoso Central

Alguns estudos tém apontado a capacidade dos flavondides em permear a
barreira hemato-encefalica (BHE) através da quantificacdo dos mesmos no SNC.
Sabe-se que a BHE apresenta certa seletividade quanto a passagem de moléculas
polares e também de moléculas grandes como polimeros. J& foi registrada a presenca
de catequinas, antocianidinas, naringeninas, hesperetina, quercetina, Rut, dentre outros
flavondides e derivados, no encéfalo de roedores os quais receberam oralmente estas
substancias (YOUDIM et al., 2003; 2004).

Alguns estudos apontam os flavonéides como moléculas com efeitos benéficos as
funcdes e reparo de danos no SNC, atuando como neuroprotetores, principalmente
através da reducdo das EROs, bem como, evitando a neurotoxicidade de demais
substancias e agindo pela modulacdo das ectonucleotidases e da acetilcolinesterase,
por exemplo (YOUDIM et al., 2003; 2004; SOOBRATTEE et al., 2005; SCHMATZ et al.,
2009 a; SCHMATZ et al., 2009 b; PARK, 2010).

3.4. Sistema colinérgico e acetilcolinesterase

O SNC é modulado por véarios tipos de neurotransmissores que integram o corpo
com o seu meio, sendo, uma via informacional para o individuo conseguir interpretar os
estimulos externos e reagir de acordo com 0s mesmos, em uma escala condizente com
estes estimulos. Os principais neurotransmissores que desempenham essa fung¢édo no
SNC séao, por exemplo, a dopamina, o glutamato, a serotonina, a epinefrina, a

norepinefrina, a acetilcolina e outros (PATEL et al., 2011) .

A ACh é o neurotransmissor do sistema colinérgico (SC) e este, por ultimo realiza
um dos mais importantes papéis modulatérios no SNC (PERRY et al., 1999; MESULAM
et al., 2002). Os neurdnios que constituem o SC estdo amplamente espalhados pelo
encéfalo, destacando hipocampo, amigdala e cortex cerebral (Figura 6). Essas regifes
desempenham um papel fundamental em atividades relacionadas com a organizacéo
cortical do movimento, aprendizado e memoria (EVERITT & ROBBINS, 1997; SOREQ
& SEIDMAN, 2001).
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Figura 6. Esquema da distribuicdo dos neurénios colinérgicos e suas projecées no
cérebro de ratos. Fonte: (EVERITT & ROBBINS, 1997).
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Para que o SC desempenhe suas complexas fungbes, muitos “personagens”
atuam coordenando a sintese, o armazenamento, 0 transporte, a recaptacdo e a
degradacdo do neurotransmissor ACh. Dentre essas estruturas estdo: a colina-
acetiltransferase (ChAT) a qual sintetiza a ACh a partir de acetato e colina ; o
transportador de colina (CHT) que recapta e entrega a colina para a ChAT; o
transportador de acetilcolina vesicular (VAChT) que armazena a ACh dentro de
vesiculas através de uma bomba protdnica; os receptores de acetilcolina muscarinicos
(mAChR) e os nicotinicos (NAChR) que séo sensibilizados pela ACh e propagam a
despolarizacdo no neurdnio pos-sinaptico e a acetilcolinesterase (AChE) que degrada a
ACh em excesso na fenda sinaptica, evitando, assim, uma “super-estimulacdo” do
neurdnio pos-sinaptico, modulando a neurotransmissao (Figura 7) (KAWASHIMA &
FUJII, 2003; SARTER & PARIKH, 2005). Dentre todos estes componentes, daremos

énfase a AChE, a qual é o alvo deste estudo.
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Figura 7. Esquema de uma sinapse colinérgica. Fonte: Lundbeck Institute Image
Bank - http://www.cnsforum.com/content/pictures/imagebank/hirespng/rcpt_sys_ ACH_

acetransf_AD.png. Acesso: 17 de jun. 2011.

A AChE é uma enzima que hidrolisa o neurotransmissor ACh em acetato e colina
na fenda sindptica e na juncdo neuromuscular, finalizando, assim, a acdo da ACh
(SOREQ & SEIDMAN, 2001). A AChE apresenta uma atividade muito versatil, podendo
desempenhar os mais variados papé€is no organismo, uma vez que O Sistema
colinérgico abrange todo o organismo. Essa hidrolase pode desempenhar importantes
papéis na adesdo celular, no crescimento de neuritos, na osteogénese, ha
hematopoiese, na inflamacgéo, em func¢des imunes dentre outras. Assim, devido a sua
onipresenca no organismo, um dano na sua atividade poderia gerar efeitos irreparaveis
em variadas funcdes (MESULAN et al., 2002).

A AChE esta presente em diversas formas no organismo, se dividindo em duas
basicas, a globular e a assimétrica. Dentre a forma globular, temos monémeros,
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dimeros e tetrdmeros (G1l, G2 e G4 respectivamente), sendo cada uma delas
predominante em alguns tecidos. A forma assimétrica (A12) é constituida basicamente
de tetrdmeros cataliticos aliados as fibras de colageno (Figura 8) (DAS et al., 2001;
ALDUNATE et al., 2004). A estrutura tridimensional da AChE demonstra que seu sitio
ativo é formado por residuos de serina, histidina e glutamato, os quais compde a sua
triade catalitica (SOREQ & SEIDMAN, 2001).
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Figura 8. Isoformas da acetilcolinesterase. Adaptada de (SMALL, 1996).

A AChE é uma enzima amplamente pesquisada devido a sua grande importancia
fisiol6égica e envolvimento em patologias neurodegenarativas. Alguns inibidores da sua
atividade tem sido estudados com a finalidade de diminuir os efeitos hipocolinérgicos
causados pela AChE, os quais podem danificar o aprendizado e a meméria como no
caso da doenca de Alzheimer (DAS et al., 2001) .
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3.5. No¢Oes sobre Memoria

Apesar de termos distante do nosso dia-a-dia a percepcdo de que todos os
fendbmenos que ocorrem no nosso cérebro sdo basicamente quimicos, se pensarmos
melhor, conseguiremos visualizar que as memdarias, imagens, sensacdes e sentimentos
sdao meramente partes de um conjunto meticulosamente organizado que se baseia em

neurotransmissores como a ACh, por exemplo (CONWAY, 2005).

A memoéria se caracteriza basicamente como a capacidade que temos de
armazenar situacoes percebidas, e evoca-las posteriormente. S0 como uma espécie
de identidade racional que nos possibilita diferenciar cada individuo pelo acervo de
suas vivéncias (IZQUIERDO & MEDINA, 1997; CONWAY, 2005).

A memoria pode ser classificada em dois grupos, as explicitas ou declarativas e as
implicitas ou nao-declarativas. A primeira se refere a memédria evocada
conscientemente e que pode ser verbalizada, que expressa a relacdo do individuo com
0 meio ou a proépria percepcao de si. JA a segunda é uma memaria inconsciente, que
expressa uma forma de condicionamento, uma evocacdo procedimental automatizada,
ou seja, dificiimente definida em palavras (IZQUIERDO & MEDINA, 1997; CONWAY,
2005).

A formacdo da memoria se da em trés etapas: a aquisicdo, que € o periodo de
exposicdo ao novo, ou seja, a experiéncia em si; a consolidacéo, que € o periodo em
que o traco de memoéria adquirido na fase anterior ainda ndo estd armazenado,
podendo sofrer alteracdes; e o armazenamento, que € por fim a fixacdo da memoria
(IZQUIERDO, 1989).

A evocagcdo € 0 passo seguinte a essas etapas, pois € onde o individuo
necessitard lembrar-se do que, teoricamente, foi “memorizado”. Em humanos, a
tendéncia comportamental € de, simplesmente, reconhecer; ja para os animais € a
reincidéncia de padrbes comportamentais. Ja a consolidacdo é o processo final, onde

apos evocada uma memdria o cérebro rearranja algumas novas impressoes e seleciona
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novamente as antigas para por fim armazenar a “arte final” (IZQUIERDO, 1989;
IZQUIERDO & MEDINA, 1997; CONWAY, 2005).

Como foi explicitado, a memaoria é um processo complexo, gradual e dinamico e
isso a torna dificil de quantificar apesar dos modelos mais avancados que temos hoje.
Outro fator que dificulta o seu estudo, é que animais apresentam somente
comportamentos positivos ou negativos e ndo quantifichAveis em uma escala de
detalhes da memdria (IZQUIERDO, 1989; IZQUIERDO & MEDINA, 1997; CONWAY,
2005).

Sao utilizadas para a medicdo de memodria, tarefas de comportamento, onde se
observam aspectos motores do animal. Essas sdo realizadas em ambiente controlado,
com minima interferéncia e apés uma ambientacdo dos animais ao local. Na primeira
tarefa, expomos a nova situacdo para que ocorra a aquisicdo da memoria, apés um
intervalo de tempo, se faz a sessédo de teste, medindo, novamente, 0s parametros
motores do animal (CASTRO, 2005). Vejamos a seguir, um pouco de duas técnicas

utilizadas neste trabalho: a tarefa de esquiva inibitéria e o teste do campo aberto.

A esquiva Inibitéria € um teste amplamente utilizado para avaliacdo da formacéo
de memoria. O teste se realiza em uma caixa contendo uma plataforma estreita
localizada logo acima de uma grade metalica por onde passa uma corrente de alguns
miliampéres (Figura 9). Durante o treino, o animal € colocado na plataforma e quando
ele desce para explorar o local, recebe um leve choque nas patas. Durante o teste, o
mesmo procedimento € feito horas depois, sendo que, se analisa quanto tempo o
animal leva para se encorajar a descer, isso se chama laténcia, que é a medida do
quéo retida a memodria foi (SILVA, 2006).
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Figura 9. Aparato para esquiva inibitéria. Fonte (SCHMATZ, 2009).

O teste de campo aberto avalia a atividade exploratéria do animal, onde ele obtém
as informacdes a respeito do ambiente. Movimentos como cheirar, levantar, andar,
defecar, levar objetos a boca, sdo analisados e servem para quantificar o padréo
exploratorio do animal, que em situagdo normal, tende a procurar conhecer o meio em
gue se situa; sendo o proprio aparato do campo aberto um ambiente desconhecido que

se oferta a exploragéo (Figura 10).
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Figura 10. Aparato para campo aberto. Fonte: Arquivo pessoal

Logo, a locomocdo € um indice importante que demonstra essa capacidade
através do cruzamento de quadrantes, bem como os demais comportamentos que

podem remeter a excitabilidade ou estresse (SILVA, 2006).

7

O labirinto em cruz elevada é um teste muito utilizado para avaliagdo dos
parametros de ansiedade em ratos submetidos a diversos tratamentos. O teste se
realiza em uma plataforma elevada do chéo, contendo dois bragcos em cruz, sendo um
deles fechado com paredes e o outro somente com a plataforma para o animal
caminhar. O animal é posicionado no eixo onde os bracos se cruzam e a partir disso, é
contabilizado o numero de entradas em cada braco, bem como o tempo de
permanéncia nos mesmos. A medida que o animal se apresenta ansioso, ele possui a
tendéncia de permanecer no brago fechado, o contrario € observado para animais sem

tendéncia a ansiedade ou sob efeitos de drogas ansioliticas.
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4. Manuscrito

RUTINE REVERSE THE INCREASE OF ACHE ACTIVITY AND THE
MEMORY DEFICIT INDUCED BY CADMIUM

Amanda Maino Fiorenza, Fatima Hussein Abdalla, Pauline da Costa, Jonas Daci da Silva
Serres, Eduardo José Machado Dutra, Fabiano Barbosa Carvalho, Maribel Antonello Rubin,
Jamile Fabbrin Goncalves, Andréia Machado Cardoso, Valderi Luiz Dressler, Maria Rosa
Chitolina Schetinger, Vera Maria Morsch

Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica Toxicolégica, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas,
Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 97105-900 - Santa Maria, RS, Brasil.

Abstract

This study investigated the effect of administration of cadmium (Cd), Rutin (Rut), or
both, on lipid peroxidation in different brain structures, memory, anxiety and activity of
the enzyme acetylcholinesterase (AChE) (ex vivo, in vitro and kinetic). The rats received
Cd (2 mg / kg) and Rut (40 and 80 mg / kg) by gavage for 21 administrations on
alternate days. In the ex vivo study, the animals were divided into six groups (n = 10):
saline/saline, saline/Rut40, saline/Rut80, Cd/saline, Cd/Rut40 and Cd/Rut80. The
assays of AChE in vitro were performed at concentrations of 1, 5, 10, 25 and 50 mM of
Rut in rat brain homogenate controls. The same concentrations were used for kinetic
analysis of Electroforus electricus (E.e.AChE). Cd increased lipid peroxidation in all
structures analyzed except in the striatum. Rut reversed this effect only in the
hypothalamus and hippocampus. Cd caused a decrease in test step-down latency and
administration of Rut (40 and 80 mg/kg) reversed this effect of Cd. Cd increased the
number and the percent of entries in enclosed arms of plus-maze, suggesting an
anxiogenic effect of Cd. Rut (40 and 80 mg/kg) reversed the anxiogenic effect of Cd.
Rats that were exposed to Cd and/or treated with Rut showed no altered sensitivity to
shock, nor the locomotor activity. The ex vivo activity of the enzyme AChE increased in
the cortex and hypothalamus of rats that received only Cd. Rut reversed this increase in
both doses. The in vitro activity of the enzyme AChE was inhibited at all concentrations
of synaptosome cortex, cerebellum, striatum, hippocampus and hypothalamus. The
kinetic analysis of the interaction between the Rut and E.e.AChE showed a competitive
inhibition. The findings show that the treatment with Rut decreased oxidative damage to
membrane, prevented the increase in AChE activity, reversed the memory deficit and
anxiety caused by Cd. Moreover, characterized Rut as an inhibitor of AChE, showing
that this flavonoid may modulate cholinergic neurotransmission and, consequently,
improve cognition.

Keywords: Rutin, Cadmium, Acetylcholinesterase, Memory, Anxiety, Oxidative Stress,
Flavonoids
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Introduction

Cadmium (Cd) is a heavy metal with relatively low prevalence in earth's crust, but it
is intensive use by industry increased its bioavailability dramatically, making it one of the
main environmental contaminants [35]. Humans are susceptible to the toxicity of Cd
mainly through ingestion of contaminated food and water, inhalation of cigarette smoke
or occupational exposure [23,47]. Due to its high toxicity, low rate of body excretion and
long biological half-life, the exposure to this metal can damage kidneys, liver, lung,
pancreas, testis, placenta, bone and even the central nervous system (CNS) [23, 35,
75].

Cd can indirectly produce reactive oxygen species (ROS) that gradually damage
the blood-brain barrier (BBB), facilitating the accumulation of this metal in the brain
causing cerebral edema and cellular dysfunction [47] .Some studies have shown the
influence of cadmium on synaptic neurotransmission, antioxidant levels and enzymatic
alterations in animal brain [49, 57, 69]. The CNS is rich in cholinergic neurons and their
projections, which are key in the performance of vital functions such as cortical
organization of movement, cerebral blood flow, learning, memory formation and others
[48].

Acetylcholine (ACh) is a neurotransmitter that plays many roles in the CNS. After
released, it acts in the post-synaptic receptors and then it is rapidly removed from the
synaptic cleft by acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) [11].

Many studies have shown changes in activity of some enzymes caused by heavy
metals. Some of these related Cd with acetylcholinesterase inhibition or activation,
indicating that this metal has the ability to change the neurotransmission and

consequently the behavior of both humans and experimental animals [57].

Epidemiological studies have associated the consumption of a healthy diet with a
variety of beneficial health effects, in particular, the protective effect of CNS. Flavonoids

are a group with great importance in this process, since these compounds have shown
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protection to neural tissue against a variety of neurodegenerative conditions caused by
oxidative stress [38, 56, 84].

However, the mechanisms by which flavonoids can act are still not completely
understood. Andres-Lacueva et al. [3] demonstrated that rats supplemented with
anthocyanins show these compounds in the CNS, suggesting these substances are able
to cross the blood-brain barrier (BBB) and exert positive effects on memory in the Morris
water maze. In addition, Kim et al [37] demonstrated an inhibition of mice AChE in
assays with green tea polyphenols, suggesting an alternative for the treatment of
Alzheimer's disease. Liu et al [41] found AChE inhibition and memory improvement in
rats intoxicated with aluminium and treated with soy isoflavones. Richetti et al [62]
showed that rutin and quercetin have an important role in memory impairments caused
by scopolamine on zebrafish. As seen, flavonoids have shown a promising performance

on memory deficit, neurotoxicity, oxidative stress, among others.

Rutin is a compound of this family, more specifically a flavonol, which has been
reported to have a variety of biological effects including antioxidant activity, reducing
blood pressure, lowering LDL cholesterol, inhibiting platelet aggregation, normalizing the
resistance and capillary permeability, antiprotozoal, antiviral inhibitor bacterial growth,
immunomodulatory, anticarcinogenic and repairer of memory and nervous neuronal
damage [33, 60].

According to the previously exposed, considering that Cd is associated with
behavior impairments and rutin is a flavonoid which has a role in CNS the aim of this
study was to investigate if this compound has an effect on anxiety, learning, memory
and AChE activity in brain structures of Cd-exposed rats, in order to investigate the

potentially therapeutic of this compound in cerebral disorders caused by Cd intoxication.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Acetylthiocholine iodide, 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), tris-
(hydroxymethyl)-aminomethane GR, purified acetylcholinesterase from Electrophorus
electrus (Sigma, type V — S), Coomassie brilliant blue G and Rutin hydrate were
obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other reagents used in the
experiments were of analytical grade and of the highest purity.

2.2. Animals

Adult male Wistar rats (80 days; 315.7+14g) from the Central Animal House of the
Federal University of Santa Maria were used, both ex vivo as an in vitro. The animals
were maintained at a constant temperature (23+1-C) on a 12h light/dark cycle with free
access to food and water. All animal procedures were approved by the Animal Ethics
Committee from UFSM (protocol under number- 59 /2010).

2.3. Exvivo and in vitro experimental procedure

Cd can be accumulated in the body through ingestion of contaminated food and
water [85]. The CdCl, is the most common form of exposure to Cd due to its high
solubility in water, thus the chemical form of the metal used in this study was CdCl,
H,O at concentration of 2 mg/kg [7, 18] while the doses of Rut used were 40 and 80
mg/kg. The treatment was performed by gavage every other day until 21
administrations. Animals were randomly divided into six groups (n=10 per group):
saline/saline, saline/Rut 40, saline/Rut 80, Cd/saline, Cd/Rut 40 and Cd/Rut 80. Cd
groups received the metal and after 30 minutes received saline or rutin in treatment
groups. The solutions were freshly prepared in saline and were administered (1mL/kg)
between 9 and 11 a.m. The in vitro assays were performed with rats that received the
same maintenance conditions but no treatment. The concentrations of Rut used for the

in vitro assay were 0, 1, 5, 10, 25 and 50 puM.
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2.4. Behavioral procedures

2.4.1. Inhibitory avoidance

One day after the end of the treatment, animals were subjected to training in a
step-down inhibitory avoidance apparatus according to Guerra et al. [27]. Briefly, the
rats were subjected to a single training session in a step-down inhibitory avoidance
apparatus, which consisted of a 25cmx25cmx35cm box with a grid floor whose left
portion was covered by a 7cmx25cm platform, 2.5cm hight. The rat was placed gently
on the platform facing the rear left corner, and when the rat stepped down with all four
paws on the grid, a 3-s of 0.4-mA shock was applied to the grid. The retention test took
place in the same apparatus 24h later. Test step-down latency was taken as a measure
of retention, and a cut-off time of 300 s was established.

2.4.2. Open field

Immediately after the inhibitory avoidance test session, the animals were
transferred to an open-field measuring 56x40x30 cm, with the floor divided into 12
squares measuring 12x12 cm each. The open field session lasted for 5 min and during
this time, an observer, who was not aware of the treatments, recorded the number of
crossing responses and rearing responses manually. This test was carried out to identify
motor disabilities, which might influence inhibitory avoidance performance at testing.

2.4.3. Foot shock sensitivity test

Reactivity to shock was evaluated in the same apparatus used for inhibitory
avoidance, except that the platform was removed. The modified “up and down” method
by Rubin et al. [65] was used to determine the flinch, jump and vocalization thresholds in
experimentally naive animals. Animals were placed on the grid and allowed a 3min
habituation period before the start of a series of shocks (1 s) delivered at 10s intervals.
Shock intensities ranged from 0.1 to 0.6mA in 0.1mA increments. The adjustments in
shock intensity were made in accordance with each animal's response. The intensity
was raised by one unit when no response occurred and lowered by one unit when there
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was a response. A flinch response was defined as withdrawal of one paw from the grid
floor, and a jump response was defined as withdrawal of three or four paws. Two
measurements of each threshold (flinch, jump and vocalization) were taken and the

mean of each score was calculated for each animal.
2.4.4. Elevated plus maze

Anxiolytic activity was measured using the elevated plus-maze paradigm [21]. The
elevated plus-maze apparatus consisted of a wooden structure elevated 50 cm from the
floor and comprising two opposite arms, 50°10 cm, crossed at right angles by two arms
of the same dimensions enclosed by 40 cm high walls, with an open roof. In order to
avoid falls, the open arms were surrounded by a 0.5 cm high edge. The maze was
placed inside a sound-attenuated room with a moderate light level (200 Ix). Subjects
were initially placed on the center platform of the maze facing an enclosed arm. The
behaviors recorded were: the number of total entries into either arm and percentage of
time spent on the open arms. The apparatus was thoroughly cleaned between the 5-min

observation sessions.
2.5. Brain tissue preparation

After behavioral tests, the animals were anesthetized and submitted to euthanasia.
The cranium was opened and the structures were gently removed and separated into
cerebral cortex (CO), striatum (ST), hippocampus (HC), cerebellum (CE) and
hypothalamus (HT). To verify the cadmium concentration in brain structures, six or
seven animals per group were randomly chosen. For the other animals, synaptosomes
from the cerebral cortex were obtained and all the other brain structures were
homogenized in a glass potter in a solution of 10 mM Tris—HCI, pH 7.4, 1:10 (w/v) on
ice. The homogenate was centrifuged at 1800 rpm for 10min and the resulting
supernatant was stored at —30-C until utilization. Protein was determined previously and
adjusted for each structure: CO (0.6-0.8 mg/mL), ST (0.4 mg/mL), HC (0.8 mg/mL), CE
(0.5-0.6 mg/mL), and HT (0.6 mg/mL) according to the Bradford method [8] using
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bovine serum albumin as standard solution. It was made the euthanasia and sample

preparation procedure in the same way to in vitro treatment.
2.6. Synaptosome preparation

The synaptosomes were isolated as described by Nagy and Delgado—Escueta
[51] using a discontinuous Percoll gradient. The cerebral cortex was gently
homogenized in 10 volumes of an ice-cold medium (medium 1), consisting of 320 mM
sucrose, 0.1 mM EDTA and 5 mM HEPES, with a pH of 7.5, in a motor driven Teflon—
glass homogenizer and then centrifuged at 1000g for 10 min. An aliquot of 0.5 ml of the
crude mitochondrial pellet was mixed with 4.0 ml of an 8.5% Percoll solution and layered
onto an isoosmotic discontinuous Percoll/sucrose gradient (10%/16%). The
synaptosomes that banded at the 10% and 16% Percoll interface were collected with a
wide-tip disposable plastic transfer pipette. The synaptosomal fraction was washed twice
with isoosmotic solution by centrifugation at 15.000 g for 20 min to remove any
contaminating Percoll. The pellet from the second centrifugation was suspended in an
isoosmotic solution and the final protein concentration was adjusted to 0.4—0.6 mg/ml.
Synaptosomes were prepared fresh daily, maintained at 0—4C throughout the procedure

and used for enzymatic assays.
2.7. Ex vivo and in vitro AChE enzymatic assay

The AChE enzymatic assay was determined by a modification of the
spectrophotometric method of Ellman et al. [19] as previously described by Rocha et al.
[63]. The reaction mixture (2 mL final volume) contained 100 mM K+-phosphate buffer,
pH 7.5 and 1mM DTNB. The method is based on the formation of the yellow anion,
DTNB, measured by absorbance at 412 nm during 2 min incubation at 25°C. The
enzyme was pre-incubated for 2 min. The reaction was initiated by adding 0.8 mM
acetylthiocholine iodide (AcSCh). All samples were run in duplicate or triplicate and

enzyme activity was expressed in pmol AcSCh/h/mg of protein.

On in vitro assay, the enzyme was pre-incubated with 50ul of Rut in different

concentrations (0, 1, 5, 10, 25 and 50 uM) for 2 min. The rutin was diluted in DMSO. The
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final concentration of DMSO, when tested alone in the incubation medium, did not affect
the enzyme activity (data not shown).

All the other procedures for enzymatic assays were the same as those

described by the ex vivo assays.

2.8. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARYS)

measurement

Brain TBARS levels were determined according to Ohkawa [54] by measuring the
concentration of malondialdehyde (MDA) as an end product of lipid peroxidation by
reaction with thiobarbituric acid (TBA). Briefly, the reaction mixture, containing 200L of
brain supernatants or standard (0.03mM MDA), 200L of 8.1% sodium dodecyl sulphate
(SDS), 500L of 0.8% TBA and 500L of acetic acid solution (2.5M HCI, pH 3.4), was
heated at 95 -C for 120 min. The absorbance was measured at 532 nm. TBARS tissue

levels were expressed as nmol MDA/mg protein.

2.9. Kinetic Parameters

The interaction between Rut and AChE and the values of the Michaelis —
Menten constant (K,) were determined using the Lineweaver-Burk [40] double
reciprocal plot, by plotting 1/V against 1/S analyzed over a range of substrate
acetylthiocholine concentrations (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1mM) in the absence and in
the presence Rutin. Concentrations of 0, 1, 5, 10, 25 and 50 pM were used to
flavonoid. The evaluation of the kinetic parameters was performed using purified
acetylcholinesterase from Electrophorus electrus (Sigma, type V — S) but the assay
was done using the same procedure and reagents of in vitro assay. All samples were
run in duplicate or triplicate and enzyme activity was expressed in U/h/ml. The values

of inhibition constant (K;) were obtained using replot of data from Lineweaver-Burk
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plot of Knapp Versus [I] and the type of inhibition was caractherized by Cornish—
Bowden plots [13] of S/V versus [l]. Determination of IC50 Values: The sample
concentration showing 50% inhibition (IC50) was calculated by plotting the inhibition

percentages against the corresponding sample solution concentrations.

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis of training and test step-down latencies was carried out by the
Scheirer-Ray—Hare extension of the Kruskal-Wallis test (nonparametric two-way
ANOVA). Foot shock sensitivity was analyzed by unpaired t test. All other parameters
evaluated were analyzed by one-way or two-way ANOVA, followed by Duncan’s multiple
range tests, where p < 0.05 was considered to represent a significant difference in all

experiments.

3. Results

3.1. Lipid peroxidation

The results of lipid peroxidation (Fig. 1) indicate that Cd significantly increased the
damage to membrane lipids in all brain structures (P<0.05), except in the striatum and
cerebellum, where in spite of showing an increase, this was not significant. The groups
who received rutin (40 and 80 mg/kg) along with the Cd showed a significant decrease
in lipid peroxidation in the hypothalamus, cerebellum and hippocampus when compared
with the group that received only Cd (P<0.05). No significant differences was observed
on lipid peroxidation in the cortex and striatum in the groups who received rutin along
with Cd were observed compared to the group that receiving only Cd. Administration of
rutin per se did not modify significantly TBARS levels in all cerebral structures when

compared to the control group.
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3.2. Behavioral tests

Figure 2A presents the effects of Rut on test step-down latencies. This flavonoid

per se does not alter significantly this parameter (P >0.05).

Fig. 2B shows the effects of Rut (40 and 80 mg/kg) and Cd in step-down latencies.
We can observe that Cd per se causes a statistically significant deficit in memory
retention, which is reverted to control levels with combined administration of Rut at both
doses (P <0.05).

Because motivational disparities in the training session may account for differences
in test step-down latencies, experiments were performed to assess whether Cd or Rut
affected shock threshold, or locomotor ability of the animals. Table 1 shows that Cd and
Rut had no effect on the locomotor ability of the animals, as assessed by the similar
spontaneous locomotion scores (crossing / rearing) presented by all groups. Moreover,
Cd, Rut or the combination of both did not alter foot shock sensitivity, as demonstrated
by the similar flinch and jump thresholds exhibited by the animals (table 1). These
results suggest that neither intoxication by Cd nor the treatment with Rut showed

interference on the exploratory behavior or in the sensitivity to shock of the animal.

The results of the elevated plus maze (Table 2) showed that the group of animals
that received Cd increased the number of closed arm entries and the pecentual of
closed arm entries. On the other hand, Cd decreased the percentual of entries in open
arms. The results also showed that Rut (40 and 80 mg/kg) protected from the effect of
cadmium on these parameters and did not alter the general locomotor activity
(measured by the number of entries in open arms over the number of closed arm
entries). These results suggest that cadmium has anxiogenic effect and that the Rut

prevents this effect.
3.3. Exvivo,invitro and kinetic AChE enzymatic assays

The results of AChE activity ex vivo in different brain structures and synaptosomes

are presented in Fig. 3. Two-way ANOVA revealed that there were no significant

46



alterations in AChE activity in cerebellum, striatum, hippocampus and synaptosomes of
cerebral cortex in Cd group when compared to the control group. In cerebral cortex and
hypothalamus a significative increase in AChE activity (P<0.05) in Cd group was
observed in comparison to saline group. However, in both groups that received Cd and
Rut in different doses, AChE activity, return up to the levels proximity to control group
(P<0.05). Administration of rutin per se did not modify significantly AChE activity in all

cerebral structures when compared to the control group.

The results from activity of the enzyme AChE in vitro in the presence of different
concentrations (1, 5, 10, 25 and 50 puM ) of rutin in synaptosomes and brain structures
are shown in Fig. 4. One-way ANOVA revealed that there was a significant inhibition (P
<0.05) in AChE activity in hypothalamus, cerebellum, hippocampus and striatum in all
concentrations of rutin tested. No significant alterations in the AChE activity in cerebral
cortex were observed in the doses of rutin tested.The final concentration of DMSO
solvent, when tested alone in the incubation medium, did not affect AChE activities (data

not shown).

Observing the inhibition caused by rutin in AChE enzyme activity of brain
structures, the kinetic test was performed with the E.e. AChE in the presence of these
flavonoid concentrations used in in vitro tests for more information about the kinetic
behavior and the type of enzyme inhibition. As can be observed in the Fig. 5, there was
a significant inhibition (P<0.05) in AChE activity at all concentrations tested, with

characteristic behavior of competitive inhibition type with a value of Ki equal to 2.8 mM.

4. Discussion

Cd is a metal that is deposited in increasing amounts in the atmosphere and soils,
mainly due to the intense industrial activity, mining and use of fertilizers containing the
metal as a contaminant. The main routes of contamination by cadmium, in addition to
occupational exposure, are given by smoking and the consumption of vegetables grown
in contaminated soils [34]. This metal can accumulate in the body and exert their toxic
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effects on various organs such as kidneys, liver, lungs, testicles and other, mainly
through the generation of ROS which damage the tissues and deplete the antioxidant
defense [24, 42, 52, 55, 72, 73, 79].

Only small amounts of Cd can reach the CNS due to the selectivity of the blood
brain barier (BBB). However, prolonged exposure to this metal can generate an
oxidative imbalance that can compromise the protection provided by this barrier [24, 55,
70, 72].

The results in this study demonstrated that small amounts of Cd were deposit in
cortex, cerebellum, hypothalamus, hippocampus and striatum (data not shown),
confirming the literature finding [23]. Since Cd is a hydrophilic metal and that the BBB
has selective permeability to these solutes, if we analyze the results of lipid peroxidation
(Fig. 1) of these brain structures, we can suggest that a process of damage to the BBB
and membrane structures has started through the action of EROs [6] facilitating access
of the metal to the cerebral parenchyma and neurons [4, 12, 53, 77] which may have
caused neurological damage as shown in studies with animals and humans [ 4, 31, 39,
45, 49, 64]. As there was no statistical difference among all treatment groups in the
deposition of Cd in the brain (data not shown), we can infer that the rutin does not act by
removing the metal, but exerting an antioxidant activity [66] that may have a beneficial

role on the neurological damage in the animals.

Among in the CNS effects that cadmium may exert are observed hypernociception,
olfactory dysfunction, mitochondrial dysfunction, neurotoxicity, neurochemical
imbalance, imbalance of ions such as Ca?*, hemorrhage, edema, apoptosis, attention
and memory deficits [2, 30, 46, 47, 49, 55, 59, 78, 83] which might indicate an
involvement of this metal in the development and pathophysiology of neurodegenerative
and neurocomportamental diseases [55]. In addition, Ishitobi et al. (2007) showed that
Cd may alter the gene expression of neurogranine RC3 (gene regulated by thyroid
hormones that could play an important role in memory, learning and anxiety), and
changes in sex hormone receptors in the brain of rats treated with perinatal metilmazol

[32]. Moreover, Lukawski et al. [45] in an experiment with cerebral oligemic hypoxia
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showed enhancement of memory deficits by the action of cadmium in the passive
avoidance task [45]. According to Cahill et al.[10] the inhibitory avoidance task is a
classical model of behavior, which uses an aversive stimulus to evaluate learning and
memory in rats and mice. In this study, we observed a significant decrease in step-down
latency in rats intoxicated with Cd in the inhibitory avoidance, suggesting that this metal
causes a learning impairment in these animals (Fig 2 ) [23]. However, rats that received
Cd and Rutin, presented the test step-down latency similar to controls, suggesting that
treatment with this flavonoid was able to prevent the impairment of memory induced by
Cd.

Schmatz et al. [68] refer to the importance of making together with the inhibitory
avoidance test, the sensitivity to foot shock in rats that received some type of drug
because it can exert a motor or analgesic effect in animals. To discard this possibility,
we evaluated the locomotor behavior immediately after the session of inhibitory
avoidance in order to identify any physical disabilities that could influence performance
in this task. Our results showed, by the open field, that the locomotor activity in all
groups was not affected by treatment and remained similar to controls on the number of
crosses and rearings. These data exclude the possibility that the locomotor activity or
shock sensitivity may have contributed to the change in step-down latency, in treated
rats (Table 1).

Another important aspect to be emphasized is the anxiolytic property of rutin
against Cd anxiogenic properties (Table 2) [50]. It is known that flavonoids possess
anxiolytic properties. Detailed study reports that flavonoids are able to produce anxiolytic
effects as well as displacement of y-aminobutyric acid receptor, serotonin, glutamate
and acetylcholine [25]. Salgueiro et al. [67], tested synthetic and natural flavonoids such
as quercetin and found in both properties anxioselectives in benzodiazepine receptor
binding. Once the rutin becomes quercetin in the digestive tract through a deglicosilation
[61, 76, 80], we suggest that this anxiolytic process can be given by the same
mechanism reported for quercetin, since both compounds show great structural
similarity among themselves and if compared with benzodiazepines, which have

anxiolytic properties well established [25].
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AChE enzyme is very important for the control of cholinergic neurotransmission by
acting on the modulation of many vital functions and is closely associated with
neurobehavioral processes [48, 57]. Is widely described in literature the effects of metal
poisoning on the activity of this enzyme. Both in vitro and ex vivo Cd can alter its activity,
inhibiting or activating the hydrolysis of ACh [44, 57].These controversial results may
appear due to multiple factors involving exposure to different forms of metal time of
exposure, age of exposed, route of contamination and type of tissue analyzed. Fasitsas
et al. [20] found that variation in the activity of AChE, only changing the time of exposure
of animals to Cd, in acute treatment, with decreased activity, followed by a chronic
treatment, with increased activity. In this study, we analyzed AChE activity in different
brain structures, as well as in synaptosomal fractions, observing a significant increase in

the activity of this enzyme in the cortex and hypothalamus of rats treated with cadmium
(Fig 3).

Interestingly, an increase in AChE activity can leads to a fast ACh degradation and
a subsequent down stimulation of AChE receptors causing undesirable effects on
cognitive function. Based on our results we can suggest that the increase in AChE
activity caused by Cd intoxication leads to a reduction of cholinergic neurotransmission
efficiency due to a decrease in ACh levels in the synaptic cleft, thus contributing to
progressive cognitive impairment and other neurological dysfunctions seen in the cases
of intoxication by Cd. Furthermore, we may infer that the activator effect elicited by Cd
on AChE activity could be one of the mechanisms involved on the memory impairment
observed in the inhibitory avoidance test in this study as well as and other behavioral
tests.

A hypothesis that we can relating these structures (cortex and hypothalamus) and
the raise in AChE activity is the aversive hypothesis. If we think about inhibitory
avoidance as a stimulus of aversion, this triggers the limbic system, which has
thalamocortical extensions [22, 74] that may be involved in memory formation of
aversive shock. Since ACh is a neurotransmitter essential for the memory formation and
the AChE activity is increased in the cortex and hypothalamus of rats that received only

Cd we can relate these information with the decrease of latency in these animals [28].
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It is well known that Cd can alter the membrane functions in various tissues,
including brain [6]. AChE has a significant biological role in contributing to their
membrane integrity and permeability changes that occur during synaptic transmission.
This enzyme is present in the G4 isoform (membrane-bound) and G1 isoform (soluble)
in different brain regions [15]. In mammalian brain the G4 isoform is predominant,
depending on the anatomical region and the rest is composed of G1 and G2 isoforms
[17]. Knowing that there are different isoforms of this enzyme in various tissue types, we
can infer that these structures (cortex and hypothalamus) have a common isoform,
which may be more susceptible to Cd. We also suggest that this isoform appears
soluble, and not anchored to the membrane, since the activity of AChE is not altered in
cortical synaptosome (Fig 3). In addition, changes in the lipid membrane, as has been
reported in the literature for metal intoxication, corroborating with the increased of lipid
peroxidation in brain observed in this study (Fig 1). Thus we can suggest, that the
oxidative deterioration of the membrane of brain structures could be a decisive factor in
the modification of the conformational state of the AChE molecule and would explain

changes in activity this enzyme found in this study [1, 15].

On the other hand, it is well know that the inhibition of AChE activity is currently the
most accepted and recognized as a therapy for cognitive development [16] and that this
inhibition may be useful for the treatment of neurological disorders. It is interesting to
note that rutin is performed as an inhibitor of this enzyme activity ex vivo, significantly

reducing its activity in rats treated with Cd + Rut at different doses.

The flavonoids have the capacity to reduce the activity of AChE [9, 29], as well as
antioxidants in general [23, 68]. In the present study, we observed significant inhibition
of this enzyme in all tested brain structures in vitro, except in the cerebral cortex, which
showed no statistical difference (Fig 4). Again we hypothesized that isoforms of the

enzyme can explain these differences in each brain structure.

Kinetic tests with the enzyme AChE were performed in order to observe the
inhibitory profile between the enzyme and rutin. For this, we used EeAChE, a purified

form of the enzyme. The results obtained (Fig 5) indicated that rutin showed competitive
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inhibition of AChE with a value of Ki equal to 2.8 mM. We suggest a mechanism where
this compound can exert an interaction with cholinergic neurotransmission by preventing
the progressive hydrolysis of ACh in the synaptic cleft, making this neurotransmitter
more available for cholinergic synapses, contributing to the improvement in patients’

cognitive functions such as learning and memory [5, 16, 26, 36, 48, 58].

In conclusion, the results of the present study demonstrated an impairment of
memory in rats treated with Cd, which was coupled with a marked increase in AChE
activity in some brain structures. Moreover, treatment with rutin was able to prevent an
increase in AChE activity and the cognitive impairment in Cd-treated rats, demonstrating
that this compound can modulate cholinergic neurotransmission and, consequently,
improve cognition. These results may contribute to a better understanding of the
neuroprotective role of rutin, emphasizing the influence of this antioxidant polyphenol
and many others present in the diet, contributing to human health and possibly

preventing neurologic disorders associated with cognitive impairment.
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Figure Legends

Fig. 1. Oxidative stress measured by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
cerebellum (A), cortex (B), striatum (C), hippocampus (D) and hypothalamus (E) of
cadmium (Cd)-exposed rats ) to 21 administration each other day and treated with Rutin
(Rut 40 and 80 mg/kg). Different lowercase letters indicate significant difference among
the groups. Bars represent means+S.E.M.Two-way ANOVA-Duncan’s test (P < 0.05).

Fig 2. Effect of oral administration of saline or rutin (40 and 80 mg/kg) (A) and saline or
rutin (40 and 80 mg/kg) in cadmium (2 mg/kg)-exposed rats (B) to 21 administration
each other day, on the inhibitory avoidance task performance of adult rats measured as
the test step-down latencies. Data are the median * interquartile range for 10-12 animals
in each group. *(P<0.05) compared with saline group and #(P<0.05) compared with

cadmium group by Dunn's Multiple Comparison Test.

Fig. 3. Acetylcholinesterase (AChE) activity in vitro in supernatant of cerebellum (A),
cortex (B), striatum (C), hippocampus (D), hypothalamus (E) and synaptosomal fraction
(F) of cadmium (Cd)-exposed rats and treated with Rutin (Rut). Different lowercase
letters indicate significant difference among the groups. Bars represent meansS.E.M.
Two-way ANOVA-Duncan’s test (P < 0.05).

Fig. 4. Acetylcholinesterase (AChE) activity in supernatant of cerebellum (A), cortex (B),
striatum (C), hippocampus (D), hypothalamus (E) and synaptosomal fraction (F) of
control rats incubated with 0,1, 5, 10, 25 and 50 puM of Rutin (Rut). Different lowercase
letters indicate significant difference among the groups. Bars represent meansS.E.M.
Two-way ANOVA-Duncan’s test (p < 0.05).

Fig. 5. Lineweaver-Burk plots for rutin on AChE activity from Electrophorus electrus .
1/Vmax versus 1/[acetylthiocholine] in the presence of various concentrations of rutin:
(A)O uM, (o) 1 UM, (¢) 5 uM,, (m) 10, (V) 25 yM and (+) 50 pM.
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Fig. 2
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Table 1. Effect of oral administration of saline or rutin (40 and 80 mg/kg) and saline or
rutin (40 and 80 mg/kg) in cadmium (Cd, 2 mg/kg)-exposed rats to 21 administration
each other day, on the latency to training on the inhibitory avoidance apparatus, on the
behavior of rats (number of crossing and rearing responses) in the open-field
immediately after the inhibitory avoidance testing session and on the flinch and jump
expressed as mA.

Lat.
Group
Training  Crossing Rearing Flinch Jump N
(mg/kg)
(s)
Saline 10222 16722 110£17 17202 27%0.2 11
Rutin (40) 12621 17422 115%+13 1.72£02 27202 12
Rutin (80) 13123 147+x16 10620 15202 25+£02 12
Cd 9. 19320 10814 1702 2502 12

H
t
' ©

6
CdRutin (40) 100=x2 16523 10814 1702 26=0.
CdRutin (80) 83=23 15016 11316 18=02 27=02 11

Data are means = SEM. N, number of animals in each group.

69



Table 2. Effect of oral administration of saline or rutin (40 and 80 mg/kg) and saline or
rutin (40 and 80 mg/kg) in cadmium (Cd, 2 mg/kg)-exposed rats to 21 administration
each other day, on the number o entries and time spent in open/closed arms on the

elevated plus maze apparatus.

Group Time spent in arms No. of entries in arms % number entries
Enclosed Open Enclosed Open Enclosed Open
Saline 2329116 140=40 3207 12x03 72.1x5.9 242=6.2
Rutin (40) 2487143 286=x116 36=03 1403 770x46 230=45
Rutin (80) 2512127 17677 48=04 1.1£03 850=39 149=39
Cd 2682+83 54=41 57=04* 02=0.1 948=38* 44=24*

Cd/Rutin (40) 272764 113=42 5408 09=03 893=38 11945
Cd/Rutin (80) 2579=80 16745 4603 1404 786=52 214=52
Statistical F(5,63)=1.7; F(5.63)=3.5;: F(5.63)=19: F(5,63)=3.5: F(5.63)=2.8:

2o F(5,63)=1.3:
Analyss p<0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.05

p>0.05 5005

Data are expressed as mean = SEM. *P<0.05 compared with saline group. Cd is Cadmium.
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5. Discussao dos resultados

O Cd é um metal que se deposita em gquantidades cada vez maiores na atmosfera e
em solos devido, principalmente, a intensa atividade industrial, mineracdo e utilizacao
de fertilizantes que contém esse metal como contaminante. As principais vias de
contaminacdo pelo cadmio, além da exposicdo ocupacional, se dédo pelo tabagismo e
pelo consumo de vegetais cultivados em solos contaminados. Este metal possui uma
meia-vida biolégica de aproximadamente 30 anos, podendo se depositar em varios
orgdos como figado, testiculos, pulmdes e principalmente nos rins, causando leséo e

morte tecidual nesses 6rgdos através da geracéo indireta de EROs .

Apenas pequenas quantidades de Cd conseguem atingir o SNC devido a
seletividade da BHE, porém, uma exposicao prolongada a esse metal pode gerar um
desequilibrio oxidativo que pode vir a comprometer a protecdo conferida por esta

barreira .

O presente estudo corrobora com essa hip6tese, encontrando apenas pequenas
guantidades do metal em diferentes estruturas cerebrais (dados ndo mostrados). Visto
que o Cd é um metal hidrofilico e que a BHE possui permeabilidade seletiva a esses
solutos, se analisarmos os resultados da peroxidacdo lipidica destas estruturas
enceféalicas (cerebelo, cortex, estriado, hipocampo e hipotalamo) , podemos sugerir que
se iniciou um processo de dano a BHE e estruturas de membrana facilitando, assim, o
acesso desse metal ao parénquima cerebral e neurdnios, o que pode ter iniciado danos

neurolégicos como mostrado em estudos com animais e humanos .

Como néo forma observadas diferencas estatisticas entre os grupos na deposicdo do
Cd no encéfalo (dados ndo mostrados), pode-se inferir que a rutina ndo atua através da
remogdo do metal e sim exercendo uma atividade antioxidante, uma vez que foi
reduzida a peroxidacao lipidica, que pode ter um papel benéfico sobre os danos

neuroldgicos dos animais.

Dentre os efeitos centrais que o cadmio pode exercer destacam-se a
hipernocicepcdo, disfungcdo olfativa, disfungdo mitocondrial, neurotoxicidade,
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desequilibrio neuroquimico, desequilibrio de ions como Ca**, hemorragia, edema,
apoptose, déficits de atencdo e de memoaria; o que pode indicar um envolvimento desse
metal no desenvolvimento e patofisiologia de doencas neurodegenerativas e

neurocomportamentais.

Além disso, Ishitobi e colaboradores (2007) mostraram que o Cd pode alterar a
expressao génica da neurogranina RC3 (regulada pelos horménios da tiredide podendo
desempenhar um papel importante na memoria, aprendizado e ansiedade), e alteracao
em receptores de hormdnios sexuais no cérebro de ratos perinatais tratados com

metilmazol.

Lukawski et al. em um experimento com hipoxia oliguémica cerebral, mostrou a
potencializacdo dos déficits de memoria pela acdo do cadmio na tarefa de esquiva
passiva. De acordo com Cahill et al. a tarefa de esquiva inibitéria € um modelo classico
de comportamento, que se utiliza de um estimulo aversivo para avaliar o aprendizado e
a memoria em ratos e camundongos. No presente estudo, observamos uma diminui¢ao
significativa na laténcia de descida em ratos intoxicados com Cd no teste de esquiva
inibitéria, sugerindo que este metal causa um comprometimento na aprendizagem
nestes animais. Contudo, ratos que receberam Cd e Rutina, apresentaram a laténcia de
descida da plataforma similares aos controles, sugerindo que o tratamento com rutina

evitou o comprometimento de memoria induzido pelo Cd.

Schmatz et al. atentam para a importancia de se fazer, em conjunto com a esquiva
inibitoria, o teste de sensibilidade ao choque nas patas em ratos que receberam algum
tipo de droga, visto que esta pode exercer um efeito motor ou ainda analgésico nos
animais. Para descartar esta hipotese, foi avaliado o comportamento locomotor
imediatamente ap0s a sessdo de teste em esquiva inibitéria, a fim de identificar
qualquer deficiéncia motora que possa influenciar o desempenho desta tarefa. Nossos
resultados demonstraram pelo teste de campo aberto, que a atividade locomotora em
todos os grupos nao foi afetada pelo tratamento, e manteve-se semelhante aos
controles no numero de cruzamentos e levantamentos. Estes dados excluem a

possibilidade de que a atividade locomotora ou sensibilidade ao choque possam ter
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contribuido para a alteracdo das laténcias de descida, testadas na tarefa de esquiva
inibitéria em ratos tratados. Outro efeito central que destacamos ainda, é a propriedade
ansiolitica da rutina frente ao cadmio, ansiogénico (tabela 2). E sabido que flavondides
possuem propriedades ansioliticas, estudo mais detalhados retratam que estes
compostos possuem também a capacidade de deslocamento de receptores de 4cido y-
aminobutirico (GABA), de serotonina, de glutamato e de acetilcolina . Salgueiro et al.,
testaram flavonodides sintéticos e naturais como a quercetina, encontrando, em ambos,
propriedades ansioseletivas na ligacdo aos receptores de benzodiazepinicos. Uma vez
que a rutina, no trato digestivo, se converte em quercetina, através de uma
deglicosilacdo, sugerimos que esse processo ansiolitico possa se dar pelo mesmo
mecanismo relatado para quercetina, j& que ambos compostos apresentam grande
similaridade estrutural entre si e se comparados com benzodiazepinicos, que tém

propriedades ansioliticas bem estabelecidas .

A aceticolinesterase (AChE) € uma enzima muito importante para o controle da
neurotransmissao colinérgica, agindo na modulacdo de muitas funcdes vitais e estando
intimamente associada a processos neurocomportamentais . Estd amplamente descrito
na literatura os efeitos de intoxicagdo por metais na atividade dessa enzima. Tanto in
vitro como ex vivo, o Cadmio pode alterar a sua atividade, inibindo ou ativando a
hidrélise da acetilcolina .Estes resultados controversos podem aparecer devido aos
multiplos fatores que envolvem a exposi¢do, como diferentes formas do metal, tempo

de exposicao, idade do exposto, via de contaminacao, tipo de tecido analisado e outros.

Fasitsas e colaboradores (1991), encontraram essa variagdo na atividade da AChE,
apenas alterando o tempo de exposi¢cdo dos animais ao Cd, em tratamento agudo, com
a diminuicdo da atividade; seguido de um tratamento crénico, com o aumento da
atividade. No presente estudo, foi analisada a atividade da AChE em diferentes
estruturas encefalicas, bem como em fracbes sinaptossomais, sendo observados,
aumento significativo na atividade dessa enzima no cortex e hipotdlamo de ratos
tratados com Cd (Fig.3).
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Um aumento na atividade da AChE pode levar a uma rapida degradacdo da ACh e a
um baixo estimulo subseqiiente dos receptores colinérgicos, levando a danos na
funcdo cognitiva e gerando efeitos indesejaveis. Baseado em nossos resultados
podemos sugerir que o0 aumento na atividade da AChE causada por uma intoxicacao
pelo Cd leva a uma reducéo de eficiéncia da neurotransmissé@o colinérgica devido a
uma diminuicdo dos niveis de ACh na fenda sinaptica, contribuindo assim para declinio
cognitivo progressivo e outras disfun¢cdes neurologicas nos casos de intoxicacao por
Cd.

Além disso, podemos inferir que o efeito ativador provocado por este metal sobre a
atividade AChE poderia ser um dos mecanismos envolvidos na perda de memodria
observada no teste de esquiva inibitéria neste estudo, assim como outros testes de
comportamento. Uma hipotese que podemos lancar relacionando estas estruturas
(cértex e hipotalamo) e atividade da AChE é a hipotese aversiva. Se pensarmos na
esquiva inibitéria como um estimulo de averséo, esse aciona o sistema limbico, o qual
possui extensdes talamocorticais que podem estar envolvidas com a formacdo da
memoria de aversdo ao choque. Uma vez que a ACh € um neurotransmissor essencial
para a formacdo dessa memodria e a atividade da AChE estd aumentada no cértex e
hipotdlamo de ratos que receberam somente o metal, podemos relacionar estas

informagdes com a diminuigdo da laténcia nesses animais .

O cadmio pode alterar as funcbes da membrana em varios tecidos, incluindo o
cérebro. A AChE tem uma func¢éo biologica significativa na membrana contribuindo para
a sua integridade e alteracbes na permeabilidade que ocorrem durante a transmissao
sinaptica. Esta enzima esta presente na isoforma G4 (ligada a membrana) e isoforma
G1 (solavel) em diferentes regides cerebrais . No cérebro de mamiferos a isoforma G4
€ predominante, dependendo da regido anatdmica; o restante é composto pelas
isoformas G1 e G2 . Sabendo que existem diferentes isoformas desta enzima, nos mais
variados tipos de tecido, podemos inferir que estas estruturas (cortex e hipotalamo)
possuam uma isoforma em comum, que possa ser mais suscetivel ao cadmio.
Sugerimos, também, que essa isoforma se apresenta soluvel, e ndo ancorada a

membrana, uma vez que, a atividade da AChE néo esta alterada em sinaptossoma de
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cortex ( Fig. 3F). Além disso, alteragbes na membrana lipidica, como ja bem relatado na
literatura para intoxicagdes com metal, foram observadas (Figl). Assim, podemos inferir
gue a deterioracdo oxidativa da membrana das estruturas do cérebro poderia ser um
fator decisivo na modificacdo do estado conformacional da molécula de AChE e poderia

explicar mudancgas na atividade desta enzima encontrada neste estudo .

Sabe-se que a inibicdo da AChE €, atualmente, mais aceita e reconhecida como uma
terapia para o desenvolvimento cognitivo e que essa inibicdo pode ser interessante
para o tratamento de desordens neuroldgicas. E interessante ressaltar que a rutina se
apresenta como um inibidor desta atividade enzimética ex vivo, reduzindo a sua

atividade em ratos tratados com Cd + Rut em diferentes doses.

Os flavonadides, assim como antioxidantes em geral, tém a capacidade de reduzir a
atividade da AChE .

No presente estudo, observou-se inibicdo desta enzima em todas as estruturas do
encéfalo testadas in vitro, exceto no cortex cerebral, que ndo mostrou diferenca
estatistica (Figura 4). Novamente levantamos a hipotese das isoformas dessa enzima

para possivelmente explicar essas diferencas em cada estrutura encefalica.

Ensaios cinéticos com a enzima AChE foram realizados a fim de se observar o perfil
inibitério existente entre a enzima e a rutina. Para isso, usamos E.e.AChE, uma forma
purificada da enzima. Os resultados obtidos (Fig. 5) indicaram que a rutina mostrou
inibicdo competitiva frente a AChE, com um valor de Ki igual a 2,8 mM. Sugerimos um
mecanismo onde este composto possa exercer uma interagado com a neurotransmissao
colinérgica, evitando a hidrélise progressiva de ACh na fenda sinaptica, tornando este
neurotransmissor mais disponivel para sinapses colinérgicas, contribuindo para a

melhoria nas fun¢des cognitivas , tais como o aprendizado e memoria .

Em conclusao, os resultados do presente estudo demonstraram uma diminuicdo da
memoria em ratos tratados com Cd, que foi acompanhado por um aumento acentuado
na atividade da AChE de algumas estruturas cerebrais. Além disso, o tratamento com

rutina foi capaz de impedir um aumento na atividade da AChE e da disfuncéo cognitiva
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em ratos tratados com Cd, demonstrando que este composto pode modular a

neurotransmissao colinérgica e, consequentemente, melhorar a cognicao.

Estes resultados podem contribuir para uma melhor compreensdo do papel
neuroprotetor da rutina, enfatizando a influéncia deste polifenol antioxidante e de muitos
outros presentes na dieta, contribuindo para a saude humana e, possivelmente,

prevenindo disturbios neurolégicos associados com prejuizo cognitivo.
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6. Conclusdes

A administracdo de Cd pode aumentar os niveis de EROs danificando
algumas estruturas, como a BBB, facilitando, assim, a permeabilidade do

metal nestes tecidos;

A Rut em diferentes doses, foi capaz de diminuir os danos oxidativos em
algumas estruturas, apesar de ndo remover este metal. Levando-nos a
crer que ela é um neuroprotetor devido as suas propriedades

antioxidantes;

A atividade da AChE é alterada na presenca deste metal, mostrando-se
aumentada nesse experimento, tendo sua atividade normalizada, em

algumas estruturas, pela Rut;

A atividade da enzima AChE foi inibida in vitro, em algumas estruturas,
nas diferentes doses de Rut testadas, indicando que este composto pode
ter uma atividade terapéutica em doencas hipocolinérgicas e deméncias

tais como Alzheimer;

O Cd apresentou efeitos amnésico e ansiogénico em ratos, sendo que a
Rut foi capaz de reverter esses danos em ambas as doses, reforcando

seu potencial terapéutico;

A E.e.AChE também foi inibida in vitro nas diferentes doses de Rut

testadas, caracterizando uma inibicdo competitiva, ratificando o potencial

terapéutico do composto;
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