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O cadmio (Cd) € um dos metais pesados de maior toxicidade pela sua capacidade
de afetar 6rgaos vitais como o figado, os rins, o encéfalo entre outros. Este metal
pode desencadear um quadro de estresse oxidativo pelo aumento de espécies
reativas de oxigénio, e também afetar a neurotransmisséo colinérgica e purinérgica.
A quercetina (Querc), um flavondide presente em varios alimentos exerce diversas
funcbes terapéuticas no organismo como atividade antioxidante e acgao
neuroprotetora. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade de ectoenzimas
e da acetilcolinesterase (AChE) em sinaptossomas do cértex cerebral de ratos
adultos expostos ao cloreto de cadmio na dose de 2,5 mg/kg e tratados com Querc
nas doses de 5, 25 e 50mg/kg, ambas por via oral e administradas no volume de 1
mL/kg por 45 dias. Os resultados demonstraram que a hidrolise de ATP, ADP, AMP e
a atividade da ADA no sinaptossoma do cortex cerebral do grupo Cd/etanol
aumentaram quando comparado com o0 grupo salina/etanol (p<0,05). O tratamento
com todas as doses de Querc preveniu 0 aumento da hidrélise de ATP, ADP e AMP
bem como a atividade da ADA (p<0,05). Ensaios in vitro com a Querc 25 e 50 uM
demonstraram uma diminuicdo na atividade destas enzimas exceto na atividade da
ADA (p<0,05). A atividade da AChE ex vivo néo foi significativamente diferente no
grupo Cd/etanol quando comparado com o grupo salina/etanol. O tratamento com
Querc 25 e 50 mg/kg diminuiu significativamente a atividade da AChE quando
comparado com o grupo Cd/etanol (p<0,05). Ensaios in vitro demonstraram uma
diminuicdo na atividade da AChE somente com 100 e 200uM de Querc (p<0,05).
Estes resultados sugerem que a Querc preveniu as alteracdes causadas pelo Cd no
sistema purinérgico e colinérgico. Deste modo, os resultados descritos neste estudo
sugerem que a Querc € um composto promissor que pode ser investigada
clinicamente a fim de ser utilizado em terapias alternativas para o tratamento de
doencas neurodegenerativas ou doencas cerebrais associadas a intoxicacdo por
metais pesados.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Cadmio. Quercetina. Sistema purinérgico.
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Cadmium (Cd) is one of the most toxic heavy metals by their ability to affect the vital
organs like liver, kidney, brain and other. This metal can trigger a framework of
oxidative stress by increase of reactive oxygen species and also affect cholinergic
and purinergic neurotransmission. Quercetin (Querc), a flavonoid found in various
foods has several functions in the body as a therapeutic antioxidant and
neuroprotective action. The aim of this study was to evaluate the activity of
ectoenzymes and acetylcholinesterase (AChE) activity in synaptosomes of the
cerebral cortex of adult rats exposed to cadmium chloride at a dose of 2.5 mg/kg and
treated with Querc at doses of 5, 25 and 50mg/kg, both solutions were orally
administered in a volume of 1 mL/kg for 45 days. Results showed that the hydrolysis
of ATP, ADP, AMP and ADA activity in the synaptosome cerebral cortex in the
Cd/ethanol group increased compared to the saline/ethanol group (p<0.05). The
treatment with all doses of Querc prevented the increase in the hydrolysis of ATP,
ADP, and AMP as well as the ADA activity (p<0.05). In vitro assay with Querc 25 and
50 uM showed a decrease in the activities of these enzymes except of ADA (p<0.05).
The AChE activity ex vivo was not significantly different in the Cd/ethanol group when
compared to the saline/ethanol group. The treatment with Querc 25 and 50 mg/kg
significantly decreased the AChE activity when compared to the Cd/ethanol group
(p<0.05). In vitro assay showed a decrease in the AChE activity only with 100 and
200 pM of Querc (p<0.05). These results suggest that Querc prevented the
alterations caused by Cd in purinergic and cholinergic system. Thus, the results
reported here suggest that Querc is a promising compound that can be clinically
investigated in order to be used in alternative therapies for the treatment of
neurodegenerative diseases or brain diseases associated with poisoning by heavy
metals.

Keywords: Acetylcholinesterase. Cadmium. Quercetin. Purinergic system.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estéo apresentados sob a forma
de um manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As secdes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussédo e Referéncias encontram-se no proprio manuscrito e
representa a integra deste estudo.

O item Conclusdes encontra-se no final desta dissertacdo e apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho.

As referéncias referem-se somente as citacdes que aparecem no item
Introducgéo desta dissertacgéo.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica

para o qual foi submetido: Biometals.



1. INTRODUCAO

Metais pesados sao substancias presentes no nosso dia-dia, principalmente
devido ao processo de industrializacdo. Esses compostos possuem a caracteristica
de serem altamente reativos e bioacumulaveis (TAVARES, 1992). Entre os metais
pesados encontrados no meio ambiente e utilizados industrialmente, o cadmio (Cd)
€ 0 que apresenta maior interesse clinico, uma vez que a intoxicacao por este metal
é de dificil tratamento (JONES & CHERIAN, 1990). Além disso, estudos relatam que
o Cd é amplamente utilizado na fabricacdo de baterias recarregaveis, de pilhas, de
esmaltes, de tinturas, de alguns tipos de soldas, em televisores e ainda em
fertilizantes e cigarro (JARUP et al., 1998).

O Cd é um metal branco acinzentado, pertencente ao grupo |IB da tabela
periddica. Possui nimero atdmico 48, massa atdémica relativa 112,41. E um elemento
que ndo se encontra no meio ambiente na sua forma pura, mas como um composto
mineral com outros elementos, como o oxigénio (6xido de Cd), cloro (cloreto de Cd),
ou sulfeto de Cd, além de Zinco (Zn), Cobre (Cu), Chumbo (Pb) e Ferro (Fe)
(ATSDR, 1998).

O Cd é um elemento ndo essencial existente na crosta terrestre em baixas
concentracdes, entre 0,15 - 0,20 mg/kg™ (BERNARD & LAUWERYS, 1984; CHEN &
KAO, 1995). A distribuigcdo normal deste metal pode ser alterada devido a fen6menos
naturais como a erosao de rochas, erupcdes vulcanicas e incéndios florestais, bem
como por atividades antropogénicas, como a queima de combustiveis fosseis,
efluentes industriais e mineracdo (BENAVIDES et al., 2005). Durante o século XX, a
producdo, o consumo e a emissdo de Cd no ambiente atmosférico, aquatico e
terrestre tém aumentado drasticamente, pois produtos contendo Cd sé&o
freqientemente despejados junto com o lixo domeéstico e, assim, contaminam o meio
ambiente, especialmente se os residuos sdo queimados. Desta forma, o Cd, quando
lancado no meio ambiente, pode ser absorvido pelos tecidos animais e vegetais,
contaminando 0s ecossistemas terrestres e aquaticos, entrando, desta forma, na
cadeia alimentar (JARUP, 1998).

Sabe-se que as principais fontes de intoxicagdo humana por Cd s&o
ocupacionais, alimentares e pelo tabagismo (SATARUG & MOORE, 2004,
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BERNARD, 2008). Entretanto, a dieta € a mais importante fonte de exposicédo, em
geral, na populagédo nao fumante (WHO, 1992). A toxicidade causada por este metal
varia conforme a via de contaminacao, dose, forma quimica, duracdo da exposicao e
idade do exposto ao Cd (CASALINO et al.,, 1997). Além disso, a absorcao
gastrointestinal de Cd pode ser influenciada por fatores nutricionais, como uma baixa
ingestdo de Calcio, Ferro, Zinco e Cobre que podem aumentar a absorcao intestinal
do Cd (NORDBERG et al., 1985; FOX, 1988).

O Cd é absorvido no organismo em pequenas quantidades. Entretanto, devido
a sua baixa eliminacao diaria e meia-vida biolégica de * 30 anos, este metal torna-se
prejudicial para 0 meio ambiente e para os seres humanos (MORSELT, 1991; WHO,
1992; SANTOS et al.,, 2006; BORGES et al.,, 2008), uma vez que ele pode se
acumular em véarios orgaos, como o figado, rins, pulmdes, ovarios, 0ssos, testiculos
e encéfalo (SANTOS et al., 2004; SANTOS et al., 2005a; SANTOS et al., 2005b;
SANTOS et al.,, 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) e a grupos sulfidrilicos ou histidinicos (IZATT et al., 1971).
Além disso, o Cd pode interagir com os componentes dos acidos nucléicos e com 0s
fosfolipidios de membrana (VALLE & ULMER, 1972).

A intoxicacdo aguda por Cd produz, primariamente, injuria hepatica e testicular,
enquanto que a exposicdo crbnica produz dano renal, osteotoxicidade,
neurotoxicidade, infertilidade, dentre outros (RIKANS & YAMANO, 2000).

Uma vez que o Cd é absorvido pelos pulmdes ou pelo trato gastrointestinal
este metal € transportado pelo sangue ligado a albumina até o figado, parte do Cd
no figado € excretado na bile ligada a glutationa (NORDBERG et al., 1977).
Entretanto, sob condigdo de exposicdo mais prolongada, a excre¢ao na bile diminui
e 0 metal induz a producdo de proteinas de baixo peso molecular, as MTs as quais
se ligam formando o complexo Cd-MT que € lentamente liberado na circulacéo
sistémica (TOHYAMA & SHAIKH, 1981; JARUP, 1998), no plasma este complexo é
filtrado pelos glomérulos renais e liberado na urina. Seguidamente o complexo Cd-
MT é reabsorvido pelos tubulos renais por endocitose absortiva mediada pelo
transportador ZIP8 na superficie apical das células tubulares renais (BERNARD et
al., 1987) As lisozimas e as células tubulares degradam rapidamente este complexo

e liberam os ions Cd livre no citoplasma. O metal liberado se liga a MTs renais pré-
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existentes ou aquelas recentemente sintetizadas pelas células tubulares (CHERIAN,
1978). Entretanto, quando a quantidade de Cd presente no cortex renal excede a
capacidade de ligacdo as MTs, os ions Cd liberados podem causar danos nos
tecidos (NOMIYAMA & NOMIYAMA, 1986), provavelmente pela geracao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) uma vez que o Cd néo participa diretamente de reagdes
de oxidacdo-reducdo (HASSOUN & STOHS, 1996; CASALINO et. al., 1997) (Figura
1).

inhalation ingestion
\ d 2* / Cell of the ?roximal
tubule
| cl ! Tubular lumen !
1 1
repatoeye | Plasma Storage
i | : C-Mt G Mt
GsH ™ 1 Ab l i ]
7] I . /
CAGSH  cqzeer e Cl-Alb — O\ .
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! ! Cd-GSH
1 1 I
! ! !
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—

Figura 1 : Esquema llustrando o mecanismo responsavel pela acumulacdo seletiva
de Cd nas células tubulares proximais. Alb: albumina, Mt: metalotioneina, GSH:
glutationa; aa: aminoacido. Adaptado de BERNARD, (2008).

Deste modo, acredita-se que a toxicidade do Cd esta intimamente relacionada
com a geracdo de EROs, uma vez que estudos demonstraram um aumento dos
niveis de peroxidacao lipidica, de carbonilacdo protéica, uma inibicdo ou reducéo da
atividade de enzimas antioxidantes como catalase, a superéxido dismutase, a
glutationa redutase, a glutationa peroxidase e enzimas de reparo do DNA induzido
pelo Cd (CASALINO et al.,, 1997; SANTOS et al.,, 2004; SANTOS et al., 2005a;
SANTOS et al., 2005b; SANTOS et al., 2006; LUCHESE et al., 2007; BORGES et
al., 2008). Com o aumento constante das EROs e a diminuicdo da efetividade do
sistema antioxidante, se instala um quadro denominado estresse oxidativo, onde

varios processos fisiolégicos sdo alterados levando a uma série de danos, como
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mutacdes, delecdes, apoptose, neurotoxicidade, neurodegeneracdo, dano as
membranas, entre outras (LOPEZ et al., 2006; MENDEZ-ARMENTA & RIOS, 2007).
Além disso, estudos relataram que tanto a exposicdo ambiental quanto a
ocupacional ao Cd tem sido associada com diversas manifestacbes clinicas
incluindo a toxicidade no sistema nervoso central (SNC) (JARUP et al. 1998, 2000;
GONGALVES et al., 2010).

O SNC é protegido de muitos efeitos toxicos por uma barreira anatémica
denominada barreira - hematoencefélica (BHE) (MENDEZ-ARMENTA & RIOS,
2007). Devido a permeabilidade seletiva da BHE, baixas quantidades de Cd podem
chegar ao cérebro. Entretanto, concentra¢cdes mais elevadas podem ser alcancadas
se um veiculo for empregado, como por exemplo, o etanol. Devido a capacidade
deste veiculo se difundir através das membranas bioldgicas, ele permite uma maior
penetracdo do metal através BHE (MENDEZ-ARMENTA et al., 2001; MENDEZ-
ARMENTA & RIOS, 2007). Além disso, estudos tém relatado que a entrada de ions
de Cd nos neurénios pode ser mediada através dos canais de célcio (KUMAR et al.,
1996) (Figura 2).

Portanto uma vez dentro das células, o Cd induz a uma diminuicdo na
atividade da glutationa peroxidase, da catalase e da superoxido dismutase,
produzindo um aumento de radicais livres. Esta producdo de radicais livres é capaz
de causar uma saturacdo nos lipideos de diversas areas das regifes do cérebro
resultando na lipoperoxidacéo, que causa alteracdo na fluidez da membrana e nas
concentragdes intracelulares de calcio. Acredita-se que este aumento intracelular
Ca’®" cause o rompimento das membranas (celular e mitocondrial) e, portanto seja a
principal causa de morte celular (ORRENIUS & NICOTERA, 1994; CASALINO et al.,
1997).
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Figura 2: Efeito do Cd nos neurénios (MENDEZ-ARMENTA, 2007).

De acordo com Minami et al., (2001), o Cd pode agir como uma neurotoxina
ocasionando uma diminuicdo na liberacdo de neurotransmissores excitatorios
(glutamato e aspartato) no espago extracelular e aumentando a liberagdo de
neurotransmissores inibitorios (glicina e GABA), sugerindo que este metal afeta o
balanco de excitacao-inibicdo na neurotransmisséo sinaptica.

Estudos in vitro e ex vivo relataram os efeitos do Cd na atividade da AChE em
diferentes modelos experimentais, no entanto estes resultados sdo controversos e
podem ser explicados de acordo com a dose, a via e a duracdo de administracéo de
Cd (CARAGEORGIOU et al., 2004; LUCHESE et al., 2007; GONCALVES et al.,
2010). Em adicao, um estudo demonstrou que a administracao crbnica de cloreto de
cadmio (CdCl,) levou a uma diminuicdo na atividade da AChE no hipocampo, no
cerebelo e no hipotdlamo de ratos (GONCALVES et al., 2010). Deste modo como
resultado da inibicdo da AChE, o neurotransmissor ACh € menos hidrolisado nas
sinapses acumulando-se na fenda sinaptia e consequentemente, tal efeito pode
levar a uma maior ativacdo dos receptores colinérgicos induzindo possiveis efeitos
toxicos no SNC (WALKER, 2001).
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Além disso, sabe-se que metais pesados, incluindo o Cd, afetam as
mitocondrias assim como a sintese e a utilizacdo de ATP, resultando em deficiéncia
de energia dependente do transporte ativo de ions e absorcdo de
neurotransmissores (RAJANNA et al., 1990). Assim o Cd pode afetar a sinapse que
é essencial para a neurotransmisséo, e fornece a comunicagdo entre neurdnios no
SNC (VAWTER et al., 2002).

Os sinaptossomas sao estruturas artificiais, caracterizados como sacos
membranosos, que contém componentes sinapticos obtidos a partir de fracbes
homogéneas de vesiculas singpticas (BAI & WITZMANN, 2007). A grande
quantidade de mitocondrias em sinaptossomas permite que haja a producdo de ATP,
uma molécula que ajuda nas atividades de comunicacao celular e transducdo de
sinais. Portanto qualquer fator que afete negativamente a capacidade das
mitocondrias de gerar ATP é provavel que tenha consequiéncias negativas para o
desenvolvimento e funcéo cerebral (MILLAR et al., 2005).

O cortex cerebral € uma estrutura complexa e corresponde a camada mais
externa do encéfalo sendo rica em neurbnios e o local do processamento
neuronal mais sofisticado e distinto. Esta estrutura desempenha um papel central em
muitas fungbes complexas associadas a linguagem, a percepcdo, a emogao, a
cognicdo e a memoria (BRODMANN, 1908; BYSTRON et al., 2008).

O SNC é modulado por varios tipos de neurotransmissores que integram o
corpo com 0 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 (PATEL et al., 2001). Os principais
neurotransmissores que desempenham essas fungdes no SNC sdo a dopamina, o
glutamato, a serotonina, a epinefrina, a norepinefrina e a acetilcolina (ACh) entre
outros (EVERITT & ROBBINS, 1997; LOPES et al., 1999).

O comprometimento da transmiss@o catecolaminérgica e serotoninérgica tem
sido relatado em animais tratados com Cd (GUPTA et al., 1993; ANTONIO et al.,
2003). Deste modo torna-se importante realizar estudos sobre a atividade de
enzimas encefalicas como a AChE que é essencial para a deteccdo de efeitos
neurotdéxicos de certos metais pesados. Varios estudos ja observaram que a
producdo de radicais livres poderia, estar associado com a diminuicdo na atividade
desta enzima (TSAKIRIS et al, 2000; LUCHESE et al., 2007; PARI, 2007,
GONGALVES et al., 2010).
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A AChE é uma enzima amplamente pesquisada devido a sua grande
importancia fisioldgica e envolvimento em patologias neurodegenarativas. Alguns
inibidores da sua atividade tém sido estudados com a finalidade de diminuir os
efeitos hipocolinérgicos causados por tal atividade como no caso da doenca de
Alzheimer (DAS et al., 2001). Entretanto uma diminuicdo além do esperado na
atividade da AChE pode levar a um acumulo do neurotransmissor ACh e
consequentemente uma hiperatividade colinérgica, convulsdo e estado de mal
epiléptico (OLNEY et al., 1986).

A ACh foi o primeira molécula a ser identificado como um neurotransmissor e
passou a ser amplamente estudada nas sinapses do SNC. Esta molécula é
considerada um mediador quimico de sinapses no SNC e periférico, e também na
juncao neuromuscular (ZEE & LUITEN, 1999; BRUNEAU & AKAABOUNE, 2006). A
ACh, seus receptores e o0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e
degradacdo constituem o sistema de neurotransmissao colinérgica (BRUNEAU &
AKAABOUNE, 2006).

O sistema colinérgico realiza um dos mais importantes papéis modulatorios no
SNC por desempenhar um papel fundamental na regulagdo de muitas fungdes vitais
relacionadas ao comportamento, bem como o aprendizado e a meméria, além de
atuar na organizacéo cortical do movimento e controlar o fluxo sanguineo cerebral
(PERRY et al.,, 1999; MESULAM et al., 2002). Os principais componentes que
constituem este sistema sao: a acetilcolina (ACh), a colina-acetiltransferase (ChAT),
o transportador de colina (TCH), o transportador de acetilcolina vesicular (TAChV),
0s receptores de acetilcolina muscarinicos (AChRm) e os nicotinicos (AChRn) e a
acetilcolinesterase (AChE) (KAWASHIMA & FUJII, 2000; SARTER & PARIKH, 2005).

A ChAT é a enzima responsavel pela sintese da ACh na juncao neuroefetora e
ganglionar a partir de acetil-coenzima A, um produto do metabolismo celular, e da
colina um importante produto do metabolismo dos lipidios da dieta (Figura 3)
(SOREQ & SEIDMAN, 2001; PRADO et al.,, 2002). Uma vez sintetizada a ACh é
transportada pelo TAChV que armazena a ACh dentro de vesiculas e liberam seu
contedado por exocitose, apés um influxo de calcio no terminal nervoso. Ao ser
liberada na fenda sinaptica, a ACh interage com os AChRm ou com os AChRn que
sao sensibilizados causando a despolarizacéo e a propagacao do potencial de acéo
na célula pds-sinaptica (KAWASHIMA & FUJII, 2003; SARTER & PARIKH, 2005). A
ACh que permanece na fenda é hidrolisada em acetato e colina pela enzima AChE,
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presente na fenda sinptica evitando, assim, uma “super-estimulacdo” do neurénio
pés-sinaptico, modulando a neurotransmissdo colinérgica (KAWASHIMA & FUJII,
2003; SARTER & PARIKH, 2005). A colina resultante da hidrélise é parte recaptada
pelo TCH para o terminal pré-sinaptico onde podera ser reutilizada na sintese de
novas moléculas de ACh (MESULAM, et al., 2002). Dentre todos estes componentes
do sistema colinérgico supracitados, daremos énfase a AChE, a qual é um dos alvos

deste estudo.

eurdnio pre-sinaptico

ChAT Acetil-CoA
ACh < +Colina

Transportador
de colina
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Figura 3: Esquema de uma sinapse colinérgica:
Acetilcolina (ACh), acetilcolinesterase sinaptica
(AChE-S), receptor muscarinico do tipo 1 (M1),
receptor muscarinico do tipo 2 (M2), transportador
de ACh vesicular (TAChV). Adaptado de Soreq &
Seidman, (2001).

A AChE é uma glicoproteina globular predominantemente encontrada no
encéfalo, na juncdo neuromuscular e nos eritrocitos (COKUGRAS, 2003). Pode ser

classificada como uma enzima serina hidrolase regulatoria a qual € extremamente
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importante e que hidrolisa o neurotransmissor ACh em acetato e colina atuando no
controle da hidrdlise e da inativagdo da ACh. Deste modo a AChE modula a
concentracdo de ACh tanto na sinapse colinérgica quanto na juncao neuromuscular,
finalizando assim a transmissdo do impulso (SOREQ & SEIDMAN, 2001). Esta
enzima apresenta uma atividade muito versatil, podendo desempenhar os mais
variados papéis no organismo, uma vez que 0 sistema colinérgico abrange todo o
organismo. Ja foi verificado que esta hidrolase pode desempenhar importantes
papeéis na adesao celular (JONHSON & MOORE, 1999), no crescimento dos neuritos
(DAY & GREENFIEL, 2002), na regulagéo estrutural da diferenciacdo pés-sinaptica,
na osteogénese e na hematopoiese (SOREQ & SEIDMAN, 2001) além de
provavelmente representar uma funcdo na regulacdo das funcbes imunes
(KAWASHIMA & FUJII, 2000). Assim, devido a sua onipresenca no organismo, um
dano na sua atividade poderia gerar efeitos irrepardveis em variadas funcdes
metabdlicas (MESULAN ET AL., 2002).

A AChE esta presente em diversas formas moleculares no organismo, a
globular e a assimétrica dependendo da sua conformacao espacial (Figura 4). A
forma globular apresenta-se como uma montagem homomérica de subunidades
cataliticas que aparecem como mondmeros, dimeros ou tetrdmeros originando,
respectivamente, as seguintes formas globulares (G): G1, G2 e G4, sendo cada uma
delas predominante em alguns tecidos. Outra classe de AChE é a forma assimétrica
gue apresenta-se como uma montagem heteromérica das subunidades estrutural e
catalitica, onde a ligacdo através de pontes dissulfeto de uma molécula triplice
helicoidal de colageno a um, dois, ou trés tetrdmeros cataliticos resultando nas
formas estruturais assimétricas A4, A8 ou A12, respectivamente (MASSOULIE et al.,
1993).
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Figura 4: Isoformas da acetilcolinesterase. Adaptada de (SMALL, 1996).

Sabe-se que as formas globulares podem ser solUveis ou ancoradas a
membrana por sequéncias de aminoacidos hidrofobicos, enquanto que as formas
assimétricas estao incluidas na matriz extracelular por uma cauda colagénica (ColQ)
(ALDUNATE et al., 2004). Entretanto todas essas formas apresentam uma alta taxa
de hidrolise enzimética, de aproximadamente 5.000 moléculas de ACh/s (JOSE et
al., 2009). As formas globulares encontram predominantemente no SNC, enquanto
gue as formas assimétricas sdo encontradas principalmente no SNP e no musculo
(RAKONCZAY et al., 2005). Além disso, a maior parte da AChE encontrada no tecido
nervoso € principalmente do tipo G4, ligada & membrana (MASSOULIE et al., 1993).

A estrutura tridimensional da AChE demonstra que seu sitio ativo é
encontrado no interior de um estreitamento semelhante a uma garganta (gorge) a
uma profundidade de 20 A°, alinhado com residuos hidrofébicos, os quais parecem
ser importantes na orientacdo do substrato ao sitio ativo (Figura 5) (JOHNSON &
MOORE, 1999). Este sitio ativo consiste de dois subsitios de ligacdo. Um subsitio
carregado negativamente ou anidnico, ao qual a cadeia de nitrogénio quaternario [-
N+(CHj3)s] da ACh carregada positivamente se liga, e um sitio esterasico contendo
uma triade catalitica formada por serina 203, histidina 447 e glutamato 334, o qual
aloja o grupamento éster e carbonila da ACh (TAYLOR & BROWN, 1999).
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Figura 5: A) llustracdo do sitio esterasico contendo a triade catalitica, externamente o sitio
periférico (PAS) Adaptado de Soreq & Seidman (2001). B) Interagcdo do substrato com o sitio
esterasico da AChE. Adaptado de Patric (2001).

Na borda ou superficie do gorge, cerca de 14 A° do sitio ativo, situa-se um
segundo sitio aniénico que se tornou conhecido como sitio anidnico periférico
(peripheral anionic site - PAS), o qual foi proposto com base na ligacdo de composto
bi-quaternarios (BOURNE et al., 2005). Tem sido proposto que este sitio periférico
possa estar envolvido na acédo de determinados inibidores da enzima ou na inibicao
por excesso de substrato (NUNES-TAVARES et al., 2002; SILMAN & SUSSMAN,
2005). AACh é hidrolisada a partir de sua ligacéo ao residuo de serina no sitio ativo
da enzima, formando o intermediario acetil-AChE, liberando colina. Em seqiiéncia,
ha a hidrélise deste intermediario liberando acetato, e permitindo o “turnover” da
enzima (SOREQ & SEIDMAN, 2001).

Outro sistema que atualmente constitui um importante alvo de estudos devido
ao seu papel em modular o SNC é o sistema purinérgico, que esta envolvido em
varios processos fisiolégicos, como a neurotransmissdo, a neuromodulagdo, o
desenvolvimento do encéfalo, e o reparo neuronal (NORTH, 2002). A sinalizacao
purinérgica é caracterizada como uma via de sinalizacdo importante para diferentes
tecidos, sendo capaz de desencadear multiplos efeitos celulares (BURNSTOCK,
2006; ROBSON et al., 2006; Schetinger et al., 2007).

Estas acdes sdo mediadas principalmente pelos nucleotideos e nucleosideos
de adenina extracelulares, pelos receptores através dos quais estes nucleotideos

exercem seus efeitos e pelas ectoenzimas (YEGUTKIN, 2008). Neste contexto
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daremos énfase as ectoenzimas as quais sao alvo do nosso estudo e séo
responsaveis pelo controle dos niveis extracelulares destas moléculas.

Os nucleotideos extracelulares de adenina a adenosina trifosfato (ATP) e a
adenosina difosfato (ADP), e o nucleosideo adenosina (ADO) sdo considerados
importantes moléculas sinalizadoras, mediando seus efeitos através de receptores
purinérgicos localizados na superficie celular (llles & RIBEIRO, 2004). Em condi¢fes
fisioloégicas, 0s nucleotideos estdo presentes no meio extracelular em baixas
concentracfes, normalmente em quantidades nanomolares, podendo chegar até a
qguantidades micromolares em determinadas situacdes (DI VIRGILIO, 2001). As
concentraces de ATP, ADP, AMP e adenosina séo influenciadas por varios fatores,
tais como: secrecdo e/ou lise celulares, efeito da diluicdo no espaco extracelular e
pela acdo catalitica das ecto-nucleotidases (RATHBONE et al., 1999; MALMSJO et
al., 2000).

O papel da molécula ATP como uma molécula energética tem sido bem
estabelecido por muitos anos. Entretanto, os nucleotideos também séo conhecidos
por existir no meio extracelular e, tem sido demonstrado que o ATP e seus
metabolitos extracelulares tém uma grande variedade de papéis fisiolégicos em
diversas células e tecidos (BURNSTOCK, 2006). O ATP é considerado um
importante neurotransmissor excitatorio nas sinapses nervosas purinérgicas
podendo ser também co-liberado juntamente com outros neurotansmissores tais
como o glutamato, a noradrenalina e ACh através das vesiculas pré-sinapticas
dependentes de calcio. Na sinapse neuromuscular o ATP é degradado até
adenosina pela acdo das ecto-nucleotidases (LING et al., 2005; BURNSTOCK,
2006). Deste modo, o ATP modula a liberacdo de ACh através de seu metabdlito
adenosina e também pela presenca de receptores P2X e P2Y na sinapse
neuromuscular (DE LORENZO et al.,, 2006). Dias-Hernandez et al., (2002)
demonstraram que os receptores de nucleotideos ionotrdpicos estdo presentes nos
terminais colinérgicos possuindo a capacidade de induzir a liberacdo de ACh
sinaptossomal sugerindo que o0s receptores nucleotidicos podem co-existir e
interagir com receptores nicotinicos no mesmo terminal.

A adenosina tem um papel relevante na neuromodulacdo regulando a
liberacdo de varios neurotransmissores, agindo tanto pré quanto pés sinapticamente
(CUNHA, 2001; DUNWIDDIE & MASINO, 2001; RIBEIRO et al., 2003). A regulacao

da liberacdo de neurotransmissores excitatorios por esta molécula tem se tornado
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importante em muitos processos patolégicos, pois a adenosina pode limitar o dano
causado pela excitotoxicidade destes neurotransmissores, exercendo assim uma
acao protetora no SNC (ZIMMERMANN et al., 1998; DUNWIDDIE & MASINO,
2001).

Outras agbes dos nucleotideos e do nucleosideo de adenina no sistema
nervoso tém sido relatadas além das propriedades neurotransmissoras e
neuromoduladoras classicas. Estas moléculas sé@o reconhecidas por estarem
envolvidas também na formacdo e regulacdo da sinaptogénese, plasticidade
neuronal, proliferacdo de células gliais, e na diferenciacdo de células progenitoras de
oligodendrocitos (OPCs) (RATHBONE et al., 1999; FIELDS & STEVENS, 2000;
CICARELLI et al., 2001; STEVENS et al., 2002; WINK et al., 2003; AGRESTI et al.,
2005).

Os niveis extracelulares de nucleotideos e nucleosideos de adenina e a
consequente sinalizacdo purinérgica por eles induzida através dos receptores sao
regulados através de uma variedade de enzimas localizadas na superficie celular ou
solaveis no meio intersticial, denominadas ecto-nucleotidases (ZIMMERMANN et al.,
2007). Este conjunto de enzimas inclui a familia das E-NTPDases (ecto-nucleosideo
trifosfato  difosfoidrolase), a familia das E-NPPs (ecto-nucleosideo
pirofosfatase/fosfodiesterase), as fosfatases alcalinas, a ecto-5'-nucleotidase e a
adenosina desaminase (ADA) (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Dentre
estas daremos destaque as E-NTPDases (apirase, CD39, ATP difosfoidrolase), a 5'-
nucleotidase e a ADA, enzimas capazes de controlar a disponibilidade de ligantes
como ATP, ADP, AMP e adenosina a seus receptores especificos.

Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimatica que tem
inicio com a acédo da E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrolise de ATP
e do ADP formando AMP (ZIMMERMANN et al., 2007). A seguir a enzima 5'-
nucleotidase hidrolisa a molécula de AMP formando a adenosina, a qual
posteriormente sofre desaminacdo pela acdo da ADA formando a inosina seu
metabalito inativo (INO) (Figura 6) (YEGUTKIN, 2008).
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Figura 6 : Enzimas envolvidas na degradacéo extracelular de nucleotideos e nucleosideos
de adenina. Adaptado de Yegutkin (2008).

E-NTPDase (ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase) é o termo genérico
para designar uma familia de enzimas presentes na membrana plasmatica de
diversos tecidos, que catalisam a hidrdlise de nucleotideos di e trifosfatos até suas
formas monofosfato (ZIMMERMANN, 2007). Atualmente oito membros da familia
das E-NTPDases ja foram identificadas (Figura 7), as quais sdo denominadas E-
NTPDases 1-8 e diferem entre si quanto a especificidade ao substrato (NDP ou
NTP) e a cations divalentes (ROBSON et al., 2006).
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Figura 7: Membros da familia da E-NTPDase (Robson et al., 2006).

A NTPDase 1 degrada o ATP e ADP em iguais proporc¢oes (1:1), diferindo da
NTPDase 2 que hidrolisa preferencialmente o ATP (BALZ et al., 2003). As NTPDases
3 e 8, por sua vez apresentam uma preferéncia maior pelo substrato ATP em relacéo
ao ADP (ROBSON et al., 2006). Além disso, ao contrario da NTPDase 1 e 2, as
NTPDases 3 e 8 sdo preferencialmente ativadas pelo Ca?** em relacdo ao Mg
(BIGONNESSE et al., 2004; LAVOIE et al., 2004; VORHOFF et al., 2004). Estas
diferencas entre os subtipos nas propriedades cataliticas podem ser devidas a
diferencas na sequéncia de aminoacidos, como também nas estruturas secundaria,
tercidria e quaternéaria das enzimas (GRINTHAL & GUIDOTTI, 2004).

Além das diferengas quanto a preferéncia a substratos e a cations divalentes,
estas enzimas apresentam diferencas quanto a distribuicdo tecidual e localizacéo
celular. Um grupo de E-NTPDases (NTPDase 1, 2, 3, 8) estdo localizadas na
superficie das células, com um sitio catalitico extracelular. Outro grupo é composto
pelas enzimas NTPDase 4, 5, 6 e 7 e caracterizam-se por apresentar localizagao
intracelular (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006).

Tém sido relatado que a E-NTPDase € expressa em sinaptossomas isolados,
bem como em cultura de neurdnios primarios de cértex cerebral e astrdcitos
(BATTASTINI et al., 1991; WANG et al.,, 2007). Estudos imunoistoquimicos tém
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demonstrado que esta enzima é amplamente distribuida no encéfalo de ratos,
encontrando-se presente em neurbnios de cOrtex cerebral, hipocampo, cerebelo,
células gliais e células endoteliais (WANG & GUIDOTTI, 1998).

A NTPDase 1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD39), foi a primeira enzima
da familia E-NTPDase a ser descrita € ja foi identificada em uma ampla variedade de
organismos tais como: protozodrios, plantas, invertebrados, peixes, aves, ratos e
humanos (ANICH et al., 1990; VASCONCELOS et al., 1993; FRASSETO et al.,
1995; MATOS et al., 2001; SCHETINGER et al., 2001; RICO et al., 2003; LEAL et al.,
2005). Esta ancorada na superficie celular através de duas regifes transmembranas
proximas ao grupamento amino e carboxi terminal, com o seu sitio catalitico voltado
para 0 meio extracelular (Figua 7). Esta enzima hidrolisa tanto ATP como ADP
formando AMP na presenca de fons Ca** e Mg?* (ZIMMERMANN, 2001).

JA a ecto-5-nucleotidase é uma glicoproteina ancorada a membrana
plasmatica via uma molécula de glicofosfatidil inositol (GPI) com seu sitio catalitico
voltado para o meio extracelular (Figura 8). Por outro lado, formas solUveis e
clivadas desta enzima também ja foram descritas (ZIMMERMANN, 2001;
HUNSUCKER et al., 2005). Esta enzima €& amplamente encontrada em uma
variedade de tecidos como rins, figado, encéfalo, pulmdo, endotélio vascular,
plaquetas e células do sistema imune (COLGAN et al., 2006).

A reacdo catalisada pela ecto 5'-nucleotidase € a desfosforilacdo de varios
nucleotideos 5°-monofosfatados como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP a seus
respectivos nucleosideos (ZIMMERMANN, 1996). No entanto, foi demonstrado que a
5"-nucleotidase hidrolisa mais eficientemente o AMP, sendo por isto considerada a
principal enzima responsavel pela formacédo de adenosina (ZIMMERMANN, 1996;
ZIMMERMANN et al.,, 1998; ZIMMERMANN, 2001). Em adi¢céo, a funcdo da 5'-
nucleotidase correlaciona-se diretamente ao seu papel na producdo de adenosina
um importante neuroprotetor. Entretanto, de acordo com a sua localizacao tecidual,
ela desempenha importantes fun¢cées como, por exemplo, a neuromodulacdo e
neuroprotecao do sistema nervoso (ZIMMERMANN et al., 1998; KAWASHIMA et al.,
2000; DUNWIDDIE & MASINO, 2001). A ecto-5-nucleotidase no SNC esta
transitoriamente expressa na superficie de células neuronais e nas sinapses durante
o desenvolvimento sinaptico (SCHOEN & KREUTZBERG, 1994; BRAUN et al.,
1995).
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Ecto-5"-
Nucleotidase

NH.

Figura 8: Estrutura da ecto 5'-
nucleotidase ancorada a membrana
plasmatica via uma molécula de
GPIl. Adaptado de Zimmermann
(2001).

Vérios estudos tem demonstrado a importancia das enzimas NTPDase e 5'-
nucleotidase no processo de neurotransmissao em diferentes patologias (LUNKES
et al.,, 2004; SPANEVELLO et al., 2005). KAIZER et al., (2007) encontrou um
aumento na atividade da NTPDase e da ecto-5-nucleotidade em fracoes
sinaptossomais do cértex cerebral e hipocampo em ratos tratados com aluminio,
sugerindo que este aumento seja um mecanismo adaptativo a fim de reduzir os
niveis de ATP e aumentar os niveis de adenosina no meio.

A enzima adenosina desaminase (ADA) também faz parte do conjunto de
enzimas responsaveis pela degradacao sequencial dos nucleotideos e nucleosideos
de adenina (YEGUTKIN, 2008). Portanto é responséavel por realizar a desaminacéo
da adenosina (ADO) com consequente producdo de inosina (INO), seu metabolito
inativo, regulando assim, as concentracfes extracelulares deste nucleosideo
(FREDHOLM et al., 2005). A ADO pode ser sintetizada tanto no meio intra quanto
extracelular cujas acdes sdo exercidas através de um grupo de receptores
metabotropicos classificados como: A;, Aoa, Ass, Az, sendo que a maioria do
conhecimento sobre a distribuicdo e funcionalidade dos purinoreceptores P1

corresponde a estudos referentes aos receptores A; e A,p (FREDHOLM et al., 2001;
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BURNSTOCK, 2006). A ADO tem um papel importante na neuromodulagao
regulando a liberacdo de véarios neurotransmissores, agindo tanto pré quanto pés
sinapticamente (CUNHA, 2001; DUNWIDDIE & MASINO, 2001; RIBEIRO, et al.,
2003). A regulacéo da liberacdo de neurotransmissores exitatorios por esta molécula
tem se tornado importante em muitos processos patoldgicos, pois a adenosina pode
limitar o dano causado pela excitoxicidade destes neurotransmissores, exercendo
assim uma acao protetora no SNC (ZIMMERMANN et al., 1998; DUNWIDDIE &
MASINO, 2001). Entretanto apesar de seus efeitos modulatérios, a adenosina ndo é
considerada um neurotransmissor, pois ndo ha indicios de que é armazenada em
vesiculas sinapticas (DUNWIDDIE & MASINO, 2001).

Por outro lado, o interesse pela prevencdo e cura de doencas através da
alimentacdo vem aumentando a cada dia, e cada vez com mais embasamento
cientifico. Neste contexto, um crescente niumero de estudos epidemioldgicos tem
associado o consumo de compostos flavonbéides a uma variedade de efeitos
benéficos para a saude, portanto além da atuacdo antioxidante, ja foi descrito que
estes compostos possuem, ainda, diversas propriedades farmacologicas, tais como:
propriedade anticarcinogénica, vasodilatadora, anti-inflamatéria, imunoestimulante,
antialérgica, vasoprotetora, neuroprotetora, entre outras (COOK & SAMMAN 1996;
RICE-EVANS et al., 1996; MIDDLETON et al., 2000; CHO et al., 2003; PRIOR, 2003;
KANG et al., 2005).

Estudos vém sendo realizados na tentativa de reverter ou minimizar os efeitos
causados pelo Cd principalmente os danos relacionados a neurotoxicidade uma vez
gue este metal tem a capacidade de acumular-se no SNC. Deste modo, 0 uso de
compostos naturais provenientes da dieta como os flavondides vem sendo
amplamente estudados (FANG et al., 2002; MARTIN, 2004; MENDEZ-ARMENTA &
RIOS, 2007; GONCALVES et al., 2010).

Os flavondides sdo uma classe de compostos que diferem entre si pela sua
estrutura quimica e caracteristicas particulares (NIJVELDT, 2001). Apesar de
apresentarem diferencas estruturais, todos incluidos nesta classe, apresentam uma
organizacdo genérica composta por 15 atomos de carbono reunidos em um nucleo
fundamental triciclico, ou seja, consistem de um esqueleto de difenil propano
(C6C3C6) com dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel pirano (C) (Figura 9)
(AHLENSTIEL, 2003). A estimativa € e que existe em torno de 8.000 variedades de

flavondides, sendo que a estrutura de cada um a partir de seu nucleo fundamental é
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0 que permite classifica-los em: antocianidina, flavandis, flavanona, flavonas,
flavondis e isoflavonas (Tabela 1) (RICE-EVANS et al., 1996; YAO et al., 2004).

Estes compostos ndo podem ser sintetizados pelo metabolismo humano e,
portanto devem ser adquiridos através da alimentacédo, deste modo, compdem uma
ampla classe de substancias de origem natural (MIDDLETON et al., 2000; CHO et
al., 2003; PRIOR, 2003; KANG et al., 2005).

Figura 9: Nucleo genérico de um
flavondide. Os anéis A e B s&o aromaticos e
o anel C é um heterociclo (COOK &
SAMMMAN, 1996).

Os flavondides sdo considerados substancias lipo e hidrossollveis, sendo
encontrados em forma livre de agucares, mais apolares, e em formas glicosiladas,
mais polares (BRAVO,1998). A maioria deles se apresenta na forma glicosilada,
sendo mais comumente encontrados os carboidratos D-glicose, L-ramnose,
glicoramnose, galactose e arabinose ligados principalmente na posicdo 3 (RICE-
EVANS et al., 1996). Sabe-se que a forma intacta glicosilada € dificilmente absorvida
no intestino delgado devido ao favorecimento da sua hidrofilicidade (CRESPY,
1999).
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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 Magas, 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 macds,tomates,vinho
Flavonol Amareloclaro . )
tinto, trigo sarraceno,
cha
. , L Legumes (derivados
Isoflavona Incolor Genisteina, daizeina g (

de soja)

Os flavondides sdo encontrados em frutas, legumes, vegetais, acucares,
graos, vinho tinto, chas de ervas, café e chocolate (SCALBERT & WILLIAMSON,
2000; AHERNE & O’BRIEN, 2002). De acordo com Pierpoint (1986) o teor de
flavonoides em alimentos consumidos diariamente €: 44 mg em cereais, 79 mg em
batatas, 45 mg em graos e nozes e 162 mg em vegetais e ervas. A maior parte dos
flavondides consumidos, aproximadamente 420 mg/dia, provém do cacau, da cola,
do café, do cha preto, da cerveja e do vinho, com um adicional de 290 mg/dia
provenientes de frutas e sucos.

O metabolismo dos flavondides é amplamente conhecido em animais, porém
nao se tem muitas informacdes do seu mecanismo em humanos. Hoje, se tem um
interesse grande em esclarecer esse mecanismo, bem como o comportamento
destes compostos no organismo visto que, apresentam variadas propriedades
farmacoldgicas de grande interesse (MIDDLETON et al., 2000; MUROTA, 2003).

Os flavondides sdo moléculas especialmente grandes e passam por um
processo de quebra, auxiliados por enterobactérias, liberando a aglicona, uma
molécula que pode ser absorvida com maior facilidade pelas células epiteliais do
intestino grosso devido a sua lipofilicidade (HOLLMAN & KATAN, 1999; MIDDLETON
et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; MUROTA, 2003; BHATIA & JAIN, 2004). Apés
passarem pelo trato digestivo, estas moléculas migram pela corrente sanguinea até
o figado onde sdo submetidos a metilagdo, glucoronidacéo e/ ou sulfatacdo e, por
fim, encontrarem-se livres no sangue. Uma vez livres, podem alterar o estado redox

de 6rgéos, melhorar a atividade antioxidante enzimatica, modificar a expressao de
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algumas proteinas, alterar o crescimento celular, promover reparo ao material
genético danificado, desencadear apoptose de células aberrantes entre outros (YAO
et al., 2004).

Alguns estudos tém apontado a capacidade dos flavonodides em atravessar a
BHE através da quantificacdo dos mesmos no SNC (MENDEZ-ARMENTA et al.,
2001; MENDEZ-ARMENTA & RIOS, 2007). Sabe-se que a BHE possui certa
seletividade quanto a passagem de moléculas polares e também de moléculas
grandes como polimeros. Entretanto ja foi registrada a presenca de catequinas,
antocianidinas, naringeninas, hesperetina, quercetina, rutina, dentre outros
flavonoides e derivados, no encéfalo de roedores que receberam oralmente estes
compostos (YOUDIM et al., 2003).

O efeito neuroprotetor dos flavondides foi evidenciado em varios estudos que
demonstraram que estes compostos protegem as células neuronais da morte celular
em modelos animais de doengas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson,
a doenca de Alzheimer, a isquemia cerebral unilateral ou global e ainda, em modelos
de estresse oxidativo por peréxido de hidrogénio (ARUOMA et al., 2003; KANG et
al., 2005; MANDEL et al., 2005).

Outros estudos tem demonstrado os efeitos benéficos dos flavondides no
SNC, atuando como neuroprotetores, principalmente através da reducdo das EROs,
bem como, evitando a neurotoxicidade de demais substancias e agindo pela
modulacdo de atividades de enzimas como as ectonucleotidases e a AChE
(SCHMATZ et al., 2009a; SCHMATZ et al., 2009b; GONCALVES et al., 2010).

Dentre todos os flavondides destaca-se um em especial: a quercetina (Querc)
a qual é considerada um dos compostos flavonéides (3,3’,4',5,7-pentaidroxiflavona)
mais abundantes sendo encontrados em frutas, legumes e vegetais (Figura 10).
Também é um dos componentes mais conhecidos na Ginkgo biloba e na erva de
Séao Joao (Hypericum perforatum). (PRIOR, 2003; WILLIANS et al., 2004). Acredita-
se que a cebola (284-486 mg/kg), a maca (21-72 mg/kg) e o brécolis (30mg/Kg) séo
as fontes majoritarias de Querc (HERTOG et al., 1993; Murota, 2003).
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OH
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Figura 10. Estrutura do flavonbide Quercetina. Destaque para as
estruturas envolvidas na sua atividade farmacolodgica e antioxidante. O
grupamento mais importante é o catecol (amarelo) outros grupamentos
importantes: presenca de insaturacdo no anel C (vermelho), presenca
de funcéo 4-oxo no anel C (verde). O grupo catecol e as outras funcdes
(azul) possuem a habilidade em quelar metais de transicdo como o
cobre e o ferro. (Adaptado de Spencer et al., 2003).

A Querc possui baixa toxicidade e a estimativa calculada de ingesta por
individuo é de aproximadamente 25mg/dia (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM,
1992; COOK & SAMMAN, 1996; CHOI et al., 2003). E um composto facilmente
absorvido por pequenas células intestinais onde sofre hidrélise para posteriormente
entrar na corrente sanguinea e seus metabdlitos n&o utilizaveis ser excretados pela
urina. Uma vez atingido a corrente sanguinea, este flavonoide, como todos os
demais, serd metabolizado no figado e distribuido através da circulacdo sanguinea
para todos os tecidos, onde, por sua vez, realizara uma gama de efeitos, em sua
grande maioria, benéficos (MUROTA & TERAO, 2003; MANACH et al., 2005).

Pesquisas tém descrito varias aplicacdes terapéuticas da Querc incluindo
atividade  antioxidante, antiinflamatéria, antitrombdtica, vasoprotetora e
neuroprotetora (COOK & SAMMAN 1996; CHOI et al., 2003). Em muitas situacoes,
estas agcbes provavelmente envolvem sua propriedade antioxidante (PRIOR, 2003),
a qual pode ser explicada por sua participacdo em inibir enzimas como a
ciclooxigenase, lipoxigenase e xantina oxidase que estdo envolvidas na
citotoxicidade oxidativa (KAHRAMAN, 2003).
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A acdo da Querc no SNC tem sido relatada em diferentes estudos
demonstrando que a mesma exerce uma acao neuroprotetora. PU et al., 2007
observaram uma acéo protetora da Querc em testes de memoria espacial e a
reducdo da morte neuronal em ratos. Existem também registros da acdo protetora
da Querc na discinesia orofacial induzida por ttratamento crénico com neurolépticos
(haloperidol) (NAIDU et al., 2003), no modelo de isquemia (SARKAR & DAS 2006),
em insultos por privacdo de glicose e oxigénio (HA et al.,, 2003) e na injuria de
células corticais causada por EROs (HA et al., 2003).

Neste contexto, tendo em vista os inUmeros efeitos benéficos da Querc torna-
se relevante avaliar se o tratamento com este composto pode prevenir os efeitos
toxicos induzidos pelo Cd através da atividade de enzimas que degradam
nucleotideos de adenina e adenosina assim como a atividade da acetilcolinesterase
em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos adultos expostos oralmente ao Cd e
tratados com diferentes doses de Querc. Este estudo também visa avaliar o
potencial uso terapéutico da Querc com o intuito de beneficiar pacientes submetidos

a exposicao pelo Cd.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade das enzimas que degradam nucleotideos de adenina e
ésteres de colina em sinaptossomas do cortex cerebral de ratos expostos ao cadmio

e tratados com diferentes doses de quercetina.

2.2 Objetivos especificos

. Determinar ex vivo a atividade da NTPDase, 5-nucleotidase e adenosina
desaminase em sinaptossomas do cortex cerebral de ratos expostos ao Cd e

tratados com diferentes doses de Querc;

. Analisar ex vivo a atividade da AChE em sinaptossomas do cortex cerebral de

ratos expostos ao Cd e tratados com diferentes doses de Querc;

. Investigar o efeito in vitro da Querc sobre a atividade da NTPDase, 5'-
nucleotidase e adenosina desaminase em sinaptossomas do cortex cerebral de

ratos;

. Avaliar o efeito in vitro da Querc sobre a atividade da AChE em sinaptossoma

do cortex de ratos.
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Efeito neuroprotetor da quercetina no sistema purin érgico e colinérgico de
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the effects of Quercetin (Querc), an
important neuroprotective compound, on the purinergic and cholinergic system in
synaptosomes from cerebral cortex of adult rats orally exposed to Cadmium (Cd) for
45 days. The animals were divided into eight groups: saline/ethanol 25%,
saline/Querc 5 mg/kg, saline/Querc 25 mg/kg, saline/Querc 50 mg/kg, Cd/ethanol
25%, Cd/Querc 5 mg/kg, Cd/Querc 25 mg/kg, and Cd/Querc 50 mg/kg. Results
showed that the hydrolysis of adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate
(ADP), adenosine monophosphate (AMP), and adenosine deaminase (ADA) activity
in Cd/ethanol group increased compared to the saline/ethanol group. The treatment
with all doses of Querc prevented the increase in the hydrolysis of ATP, ADP, and
AMP as well as the ADA activity. In vitro assay with Querc showed a decrease in the
activities of these enzymes in 25 and 50 uM except of ADA. The Acetylcholinesterase
(AChE) activity ex vivo was not significantly different in the Cd/ethanol group
compared to the saline/ethanol group. The treatment with Cd/Querc 25 and 50 mg/kg
significantly decreased the AChE activity compared to the Cd/ethanol group, while in
the in vitro assay the activity of these enzymes was decreased only in the
concentrations of 100 and 200 uM. Querc is likely to interfere in the activities of these
enzymes and this flavonoid is a promising compound that can be clinically
investigated in order to be used in alternative therapies for the treatment of
neurodegenerative diseases or in brain disorders associated with the intoxication for

heavy metal poisoning.

Keywords: Purinergic system, Acetylcholinesterase, Cadmium, Quercetin



1 Introduction

Cadmium (Cd) is one of the most environmentally abundant and distributed
toxic metal that affects many organs of the body. This wide distribution has led to an
increased interest in its toxicity and biological effects (Thevenod 2003). Cd is present
as an industrial pollutant as food contaminant and as one of the major constituents of
cigarette smoke (Godt et al. 2006). Environmental and occupational exposure to Cd
has been associated with clinical manifestations such as renal dysfunction, bone
diseases (Jarup et al. 2000), cardiovascular diseases (Carroll 1966), cancers (Jarup
et al. 1998), and toxicity in the central nervous system (CNS) (Gongalves et al. 2010).

The CNS is protected from many potential toxicants through an anatomically
defined barrier called the blood-brain barrier (BBB). Cd can penetrate the BBB and
accumulate in the brain (Méndez-Armenta and Rios 2007). Recent studies have
investigated the influence of Cd on the synaptic neurotransmission in animal brain
(Luchese et al. 2007; Minami et al. 2001).

The cholinergic system plays an important role in many functions of both the
CNS and peripheral nervous system. Acetylcholine (ACh) is the main
neurotransmitter of cholinergic system playing vital functions such as learning,
memory, movement control, and modulation of cerebral blood flow (Kiehn 2006;
Mesulam et al. 2002). ACh levels are regulated by cholinesterases capable of
hydrolyzing this neurotransmitter in many tissues. Acetylcholinesterase (AChE) is
one of these enzymes, which is membrane-bound and can be found mainly in the
brain, muscles, erythrocytes, lymphocytes, and cholinergic neurons (Kawashima and
Fujii 2003; Schetinger et al. 2000), hydrolyzing esters with acetyl groups. AChE has
been reported as an enzyme that responds to different levels of injury to the
organism, altering its activity regarding oxidative stress and intoxication for Cd, for
instance (Kawashima and Fujii 2003; Méndez-Armenta and Rios 2007; Schetinger et
al. 2000).

Another important resource of regulation in CNS is the purinergic system that
is involved in various physiological processes such as neurotransmission,
neuromodulation, development, and neuronal repair (North 2002). These actions are
mediated primarily by adenine nucleotides and nucleosides such as adenosine
triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP), adenosine monophosphate
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(AMP), and adenosine (Hunsucker et al. 2005; Yegutikin et al. 2002). ATP is a
molecule released from nerve terminals of different brain areas including
synaptosomes. This molecule can be rapidly hydrolyzed to adenosine at brain
synapses which in turn activates pre or postsynaptic receptors, by modulating
neuronal transmission (Cunha and Ribeiro 2000). However, it is clear that adenosine
plays different roles such as an intercellular messenger. This is the case of the brain,
which expresses high concentrations of adenosine receptors involved in many
processes, including regulation of sleep, excitement, neuroprotection, and epilepsy
(Dunwiddie and Masino 2001).

To regulate the hydrolysis of extracellular ATP into adenosine, important
enzymes, called ectonucleotidases, such as NTPDase and 5'-nucleotidase
(Zimmermann 2001), are necessary. The ectonucleotidase cascade is initiated by
NTPDase that hydrolysis ATP and ADP as well as another nucleoside di- and
triphosphate generating extracellular AMP. The enzyme ecto-5'-nucleotidase
catalyzes the hydrolysis of AMP leading to the production of adenosine, which is
irreversibly converted by the enzyme adenosine deaminase, forming inosine (Resta
et al. 1998; Robson 1996; Zimmermann 1992). Studies in our laboratory showed that
this cascade is altered in several pathological conditions such as multiple sclerosis
models (Mazzanti et al. 2007), as well as in patients with multiple sclerosis
(Spanevello et al. 2010), diabetes mellitus (Schmatz et al. 2009), and aluminum
intoxication (Kaizer et al. 2010).

The molecular mechanisms of Cd toxicity are not yet well defined. However,
the oxidative effect of Cd is indirect and based mainly on the depletion of sulphydryl
(SH)-group-containing compounds (Rikans and Yamano 2000). Thus, one of the
possible damages of Cd toxicity is the indirect production of reactive oxygen species
(ROS) (Galan et al. 2001). Considering the relationship between Cd exposure and
oxidative stress caused by this metal, the administration of antioxidant compounds
can have an important role in the therapeutic of Cd intoxication.

Thus, the study of flavonoids that are polyphenolic compounds distributed in
fruits, vegetables, wine, and medicinal plants is very relevant. These compounds
have been recognized for having interesting clinical properties (Croft 1998). The
average daily intake of this flavonoid in the occidental diet is about 23 mg/day, and
Querc is one of the most abundant, representing about 60%-75% of the polyphenol

ingestion (Goldberg et al. 1995; Sampson et al. 2002). Querc is widely distributed in
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a variety of vegetables and fruits which are regularly consumed in our diet, helping to
combat a host of disorders, asthma, cancer, and heart disease (Molina et al. 2003).
In addition, Querc has many therapeutic applications highlighting the antioxidant,
antithrombotic and neuroprotective activities (Chen et al. 1996; Choi et al. 2003; Lu
et al. 2006).

Considering that Querc is a flavonoid ubiquitous in the vegetable kingdom and
presents several therapeutic properties including mainly antioxidant and
neuroprotective role, and that Cd can accumulate in the brain and cause damage to
the CNS, the objective of this work was to evaluate the effect of the Querc in different
doses in the activity of important enzymes of CNS from adult rats orally exposed to
Cd.

2 Materials and Methods

2.1 Chemicals

Acetylthiocholine iodide, Percoll, HEPES, 5,5'dithiobis-2-nitrobenzoic acid
(DTNB), tris (hydroxymethyl)-aminomethane GR, Coomassie brilliant blue G,
Nucleotides, Trizma, Querc, and Cd chloride (CdCl,) 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 (70-90 days; 220-300 g) from the Central Animal House
of the University Federal of Santa Maria (UFSM) were used in this experiment. The
animals were maintained at a constant temperature (23+1C) on a 12 h light/dark
cycle with free access to food and water. All animal procedures were approved by the
Animal Ethics Committee from the Federal University of Santa Maria (protocol under
number: 031/2011).

2.3 Experimental procedure ex vivo
Cd is derived primarily from the ingestion of food and water contaminated with
Cd. CdCl; is the principal form of Cd associated with oral exposure since it is highly

soluble in water (Zalups and Ahmad 2003). Thus, in the present study the rats
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received by oral administration: Cd as CdCl, dissolved in saline (Cd 2.5 mg/kg)
(Santos et al. 2004) and Querc dissolved in ethanol 25 % (vehicle) at doses of 5, 25,
and 50 mg/kg (Choi et al. 2003; Lu et al. 2006; Nagy and Delgado-Escueta 1984) five
days a week for 45 days. Animals were randomly divided into eight groups of 10 - 12
animals each: saline/ethanol, saline/Querc 5 mg/kg, saline/Querc 25 mg/kg,
saline/Querc 50 mg/kg, Cd/ethanol 25%, Cd/Querc 5 mg/kg, Cd/Querc 25 mg/kg,
and Cd/Querc 50 mg/kg.

Querc was administered 30 min after Cd. The solutions were freshly prepared;
Cd was diluted in saline and the Querc in ethanol 25% and both were administered
(1 mL/kg) between 9 and 11 a.m. After the treatment period, animals were first
submitted to the euthanasia being previously anesthetized with halothane; the
cerebral cortex then was collected for the subsequent enzymatic assay.

It is important to note that controls for all ex vivo tests were performed to
correct for vehicle (ethanol) interference. No differences between vehicle and control

activities were observed (data not shown).

2.4 Preparation of samples and enzyme assays

2.4.1 Sample preparation for assay

Firstly, the brain was dissected in cerebral cortex, which was homogenized in
Medium | buffer pH 7.5. Synaptosomes were prepared as described by Nagy &
Delgado Escueta (1984) using a discontinuous Percoll gradient. The synaptosomal
preparation is considered feasible when there is a break below 10%. The pellet was
resuspended in an isosmotic solution and the final protein concentration was
adjusted to 0.4 - 0.6 mg/ml. Synaptosomes were prepared fresh daily, maintained at

0 - 4° C throughout the procedure and used for enzymatic assays.

2.4.2 Assay of the enzyme AChE in synaptosomes from cerebral cortex

AChE activity in synaptosomes from cerebral cortex was determined
spectrophotometrically by the modified method of Ellman et al. (1961), as previously
described Rocha et al. (1993). The AChE activity was measured by the increase of
the absorbance of 412 nm.

In vitro, the variable Querc concentrations were added to a final volume of 2

mL, immediately before incubation at 25°C. The absorbance was read on a
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spectrophotometer at 412 nm and the specific activity was expressed in pmol
AcSCh/h/mg of protein.

2.4.3 Ectonucleotidase activity in synaptosomes from cerebral cortex

The activity of NTPDase was determined according to Schetinger et al. (2000),
where as the 5'-nucleotidase activity was determined by the method of Heymann et
al. (1984). The NTPDase enzymatic assay of the synaptosomes was carried out in a
reaction medium containing 5mM KCI, 1.5mM CacCl,, 0.1mM EDTA, 10mM glucose,
225mM sucrose and 45mM Tris - HCI buffer, pH 8.0, in a final volume of 200 ul as
described in a previous study from our laboratory (Schetinger et al. 2000). The 5’-
nucleotidase activity was determined essentially by the method of Heymann et al.
(1984) in a reaction medium containing 10mM MgSO4 and 100mM Tris - HCI buffer,
pH 7.5, in a final volume of 200 pl. Synaptosomes were pre-incubated at 37 °C for
10 min. The reaction was initiated by the addition of ATP or ADP (1.0 mM) or AMP
(2.0 mM) and incubation time was 20 min. In all cases the reaction was stopped with
200 ul of trichloroacetic acid and the release of inorganic phosphate was measured
by the method of Chan et al. (1986).

In vitro, the variable Querc concentrations were added to a final volume of 200
puL. The samples were chilled on ice for 10 min before assaying for the release of
inorganic phosphate (P;) as described by Chan et al. (1986), using malachite green
as colorimetric reagent and KH,PO, as standard. Controls with the addition of the
enzyme preparation after the addition of TCA were used to correct for non-enzymatic
hydrolysis of the substrate. All samples were carried out in triplicate and enzyme

activity was reported as nmol Pi released/min/mg protein.

2.2.4 Adenosine Deaminase (ADA) activity in synaptosomes from cerebral cortex

The ADA activity was assessed according to the colorimetric method of Giusti
and Gakis (1974), which is to quantify spectrophotometrically the amount of
complexes of ammonia released per minute, from the degradation of adenosine.

In vitro, the variable Querc concentrations were added to a final volume of 525
uL to the reaction (37°C) at the same time of the addition of the enzyme
(synaptosomes). The activity of ADA was expressed in ADA/UL.
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2.2.5 In vitro experiments

To evaluate the effect of Querc in nucleotide hydrolysis in synaptosomes from
cerebral cortex, in vitro experiments were performed using different concentrations of
Querc (in 1, 5, 10, 25, 50 uM) diluted in methanol in the presence of ATP, ADP, and
AMP as substrate with the incubation medium as described above. The same
concentrations of Querc were used by ADA activity. In order to evaluate the effect of
Querc in the AChE activity in synaptosomes from cerebral cortex, the in vitro
experiments were performed using 10, 25, 50, 75, 100, and 200 uM of Querc diluted
in methanol. The final concentrations of methanol, when tested alone in the
incubation medium, did not affect the enzyme activity. All the other procedures for

enzymatic assays were the same as those described above.

2.3 Protein determination
Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford

(1976) using bovine serum albumin as standard.

2.4 Statistical Analysis

The statistical analysis used was one-way ANOVA or Two-way ANOVA,
followed by Duncan’s multiple range tests. P < 0.05 was considered to represent a
significant difference in both analyses used. All data were expressed as mean *
SEM.

3 Results

3.1 AChE activity

The results obtained for AChE activity in cerebral cortex synaptosomes in vitro
are shown in Figure la. As can be observed, the AChE activity was significantly
decreased (P < 0.05) in the concentrations of 100 and 200 uM (40% and 73%,
respectively) when compared with the control group. The results obtained for the
AChE activity in cerebral cortex synaptosomes ex vivo were basically similar to those
found for in vitro. Ex vivo Cd/ethanol group showed no significant difference for the
AChE activity in cerebral cortex synaptosomes when compared with the

saline/ethanol group (Fig. 1b). However, the treatment with Querc in the doses of 25
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and 50mg/kg significantly decreased (25% and 50%, respectively) (P < 0.05) when
compared with the Cd/ethanol group.

3.2 NTPDase and 5-nucleotidase activity

Our results showed that Querc can alter NTPDase and 5’-nucleotidase
activities in vitro and ex vivo (P < 0.05). In the ATP hydrolysis in vitro, a significant
decrease (P < 0.05) with concentrations of 25 and 50 uM of Querc ( 31% and 38%,
respectively) was observed when compared to control (Fig. 2a). Ex vivo observed a
significant increase (P < 0.05) in ATP hydrolysis in Cd/ethanol group when compared
to the saline/ethanol group (93%) (Fig. 3a). In the groups treated with Cd and 5, 25
and 50 mg/Kg of Querc, this flavonoid prevented the increase in ATP hydrolysis
(49%, 45% and 40%, respectively) when compared to the Cd/ethanol group (P <
0.05).

In relation to ADP, a significant decrease (P < 0.05) in the hydrolysis of this
nucleotide in vitro with concentrations of 25 and 50 pM of the Querc (34% and 35%
respectively) was observed when compared to control (Fig. 2b). Ex vivo ADP
hydrolysis in the Cd/ethanol group showed a significant increase (P < 0.05) when
compared with the saline/ethanol group (95%) (Fig. 3b). On the other hand, the
treatment with Querc in the doses 5, 25 and 50 mg/Kg prevented an increase in the
ADP hydrolysis (61%, 53%, and 36%, respectively) compared with the Cd/ethanol
group (P < 0.05).

The results obtained for the 5’-nucleotidase activity in vitro were similar to
those found for the NTPDase activity. A significant decrease (P < 0.05) was observed
in AMP hydrolysis in vitro in the concentrations of 25 and 50 uM of Querc (50% and
60%, respectively) when compared to control (Fig. 2c). However, ex vivo showed a
significant increase (P < 0.05) in AMP hydrolysis in the Cd/ethanol group when
compared to the saline/ethanol group (83%). In rats treated with Cd and Querc in the
doses of 5, 25 and 50 mg/Kg, this flavonoid prevented the increase (P < 0.05) in AMP
hydrolysis (50%, 46% and 45%, respectively) compared with the Cd/ethanol group
(Fig. 3c).

3.3 Adenosine deaminase activity
Results obtained for the ADA activity were not significantly different in vitro

(data not showed). Ex vivo showed a significant increase (P < 0.05) in the ADA
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activity in the Cd/ethanol group (220%) when compared to the saline/ethanol group.
The treatment with Cd and Querc in the doses of 5, 25 and 50 mg/kg prevented an
increase in the ADA activity (37%, 48% and 59%, respectively) and presented results

similar to those found in the Querc/ethanol group (P < 0.05) (Fig. 3d).

4. Discussion and Conclusion

It is well known that the CNS is particularly vulnerable to heavy metal
exposure. Although the neurotoxicity of Cd has been less characterized, experimental
studies have shown that this metal can penetrate the BBB and accumulate in the
brain (Méndez-Armenta and Rios 2007). Furthermore, electrophysiological studies in
the CNS in isolated neurons indicate that Cd can enter the cells through Ca?+
channels and interfere in the cerebral activity (Shirakawa et al. 2000). In experimental
animals, neurological effects of Cd such as cerebral edema and alterations in motor
behavior have been reported (Ali et al. 1990; Gongalves et al. 2010). However, there
are no studies in literature correlating the effect of the exposure to Cd on the
activities of enzymes that hydrolyze adenine nucleotides and the AChE activity in
synaptosomes from cerebral cortex of rats. Adenine nucleotides and AChE are
expressed in the synaptosomes and are essential to keep the function of the CNS
correct (Bai and Witzmann 2007). In view of this, the aim of this study was to
investigate orally rats intoxicated with Cd and treated with different doses of Querc to
assess the possible effects of these compounds in CNS.

The role of the cholinergic system in the CNS is well documented. AChE is an
important enzyme for cholinergic neurotransmission and there are strong indications
of its essential role in the regulation of many vital functions and its association with
neurobehavioral processes (Mesulam et al. 2002; Pari and Murugavel 2007). Both in
vitro and ex vivo effects of Cd on the AChE activity have been described in literature
for different animal models (Luchese et al. 2007; Pari and Murugavel 2007; Senger et
al. 2006). However, results are still controversial and the activation and the inhibition
of AChE activity have been reported.

As can be seen in this study, in vitro tests performed in cortex synaptosomes
of rats with the Querc in the concentrations of 100 and 200 uM decreased the AChE
activity (Fig. 1a). Therefore, Querc per se can cause a decrease of the AChE activity
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suggesting that there may be more ACh free. This increase of ACh may have a
neuroprotective action contributing to the formation and modulation of the impulse in
CNS (Descarries et al. 1997).

In relation to ex vivo treatment, rats treated with Cd and Querc 5 mg/Kg
showed a tendency to decrease the AChE activity in cortex synaptosomes. In
addition, when Querc 25 and 50 mg/kg was co-administered with Cd, there was a
decrease in the AChE activity when compared to the Cd/control group (Fig. 1B).
Thus, according to the results obtained in our research, Cd showed no alterations in
the AChE activity in cortex synaptosomes of rats. Similar effect for Cd was showed
by Gongalves et al. (2010) when rats exposed to Cd (2 mg/kg) and NAC (150 mg/kg)
showed no alterations in the AChE activity in cortex synaptosomes and striatum. In
addition, Dvira et al. (2010) showed that there are no reports on the visualization of
metal ions in the gorge of any of the crystal structures of AChE because the metal
lons can accumulate in the gorge of the AChE causing a crowd in the active site of
the enzyme.

Therefore, results obtained in our study show that Querc co-administered with
Cd can cause AChE inhibition therefore believed that consequently the
neurotransmitter ACh is less hydrolyzed in synapses having more ACh free.
According to Walker (2001), an increased amount of ACh in synapses can
consequently cause overactivation of cholinergic receptors and possible toxic effects
such as convulsion and status epilepticus. Thus, an important result observed in this
study was that Querc in vitro and ex vivo acted effectively in the reduction of the
AChE activity only in the highest concentration tested. From these results we believe
that Querc per se can be considered a promising natural compound to therapies
against hypocholinergic disease and can be applied after pre-clinical studies for the
treatment of neurodegenerative diseases, acting as inhibitor of AChE in order to have
more ACh in the synaptic cleft.

Several studies from our laboratory have demonstrated that beyond the
cholinesterase, the adenine nucleotides also have an important role in
neurotransmission. Alterations in their activities have been observed in various
diseases suggesting that it could be an important physiological and pathological
parameters (Kaizer et al. 2010; Mazzanti et al. 2007; Schmatz et al. 2009; Schetinger

et al. 2007; Spanevello et al. 2010). Therefore, the other set of experiments was
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performed in order to evaluate the effects of Querc on adenine nucleotide hydrolysis
in rats intoxicated with Cd.

The results of the present study demonstrated that the cascade of ecto-
enzymes was altered both in the rats intoxicated with Cd and after treatment with
Querc. Our results demonstrated that Querc per se in vitro (25 and 50 uM) promoted
a decrease in NTPDase and 5'-nucleotidase activities in cerebral cortex
synaptosomes (Fig. 2a, b, c). However, no differences were observed in the ADA
activity in vitro (data not shown). These results suggest that Querc in vitro promotes a
decrease in the ATP hydrolysis in pathological and healthy conditions. Moreover, it is
able to maintain a high level of adenosine in the extracellular environment and this
can promote a favorable effect on the CNS mainly in neurodegenerative disease
since the adenosine under pathological conditions plays a protective role by
modulating the release of the neurotransmitters and tropic factors (Beraudi et al.
2003; Burnstock 2006; Desrosiers et al. 2007; Hasko and Cronstein 2004; Rathbone
et al. 1999; Sitkovsky and Ohta 2005).

In vitro effects of Cd on NTPDase and 5’-nucleotidase activity have been
described in literature for different animal models. These results are controversial and
both activation and inhibition of ectonucleotidases have been reported. Barcellos et
al. (1994) found an inhibition in vitro of the NTPDase activity by Cd acetate
(concentration between 0.05-1mM) on rat cerebral cortex synaptosomes. In addition,
different results have been shown in zebrafish by Senger et al. (2006), where the
same concentration of the Cd used by Barcellos (1994) caused a decrease in ADP
hydrolysis and increased hydrolysis of ATP. Thus, a plausible explanation to the
contrasting Cd effect on ATP and ADP hydrolysis is that it causes an inhibition of
NTPDase 1 and activation of NTPDase 2 in the brain of zebrafish.

However, the effects of Querc on purinergic neurotransmission in animal
models intoxicated with Cd remains unknown. Thus, the results of the present study
aim to elucidate the interactions little-known between the Cd and Querc. In relation to
the ex vivo treatment NTPDase, 5 - nucleotidase and ADA activities were increased
in synaptosomes of rats intoxicated with Cd (Fig. 3a, b, c, d).

ATP is a molecule involved in a diverse group of functions in the CNS
(Rathbone et al. 1999). There is considerable evidence that ATP acts as a fast
neurotransmitter (Sperlagh 1995) co-transmitter in autonomic and sensory nerves

and as a presynaptic modulator (Burnstock 2006; Cunha and Ribeiro 2000). In
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addition to ATP, its breakdown product, adenosine, acts as a CNS modulator in
mammals, regulates cell metabolism, and triggers a variety of physiological effects
participating in apoptosis, necrosis, and cell proliferation. Under pathological
conditions, adenosine plays a protective role by modulating the release of the
neurotransmitters and tropic factors Beraudi et al. 2003; Burnstock 2006; Desrosiers
et al. 2007; Hasko and Cronstein 2004; Rathbone et al. 1999; Sitkovsky and Ohta
2005). The concentration of extracellular adenosine is regulated by the activity of
ADA which catalyses the conversion of the adenosine into its inactive metabolite
inosine.

In this context and considering our results, we can suggest that the increase in
NTPDase, 5-nucleotidase and ADA activities in synaptosomes from Cd-intoxicated
rats could lead to the conversion of adenosine into inosine, decreasing the levels of
this nucleodide. However, when the treatment with Querc (5, 25 and 50 mg/kg) was
associated with the Cd intoxication, a decrease in NTPDase, 5'-nucleotidase and
ADA activities was observed (Fig. 3a, b, ¢, d). These results suggest the treatment
with Querc may cause a modulation of NTPDase, 5'nucleotidase and ADA activities.
This modulation may be very important because the decrease in ATP, ADP and AMP
hydrolysis can maintain the levels of extracellular ATP molecule, an important
excitatory neurotransmitter in nerve synapses purinergic. In addition, the prevention
in the increase of ADA activity in Cd-intoxicated rats may contribute to an increase in
the levels of adenosine, an important neuroprotective molecule that may protect the
CNS from neurological complications caused by the intoxicated Cd.

In conclusion, the results obtained in the present study demonstrate alterations
in NTPDase, 5’-nucleotidase, ADA activities; however, no alterations were observed
in the AChE activities in cerebral cortex synaptosomes from Cd-intoxicated rats,
indicating that only purinergic system was altered in rats intoxicated for heavy metals.
In addition, the treatment with Querc modulates the purinergic cascade suggesting
that Querc co-administered with Cd can maintain normal levels of ATP and
adenosine on CNS, which may have an important neuroprotective role under
pathophysiological conditions caused by the Cd. Querc in vitro caused alterations in
NTPDase, 5'-nucleotidase and AChE activities in cerebral cortex synaptosomes
demonstrating that this compound may modulate cholinergic and purinergic
neurotransmission. Thus, we can suggest that Querc can have an important role in

the prevention of cerebral complication caused by Cd intoxication.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1:

Effects of quercetin in vitro (A) and ex vivo (B) on the AChE activity in cerebral cortex
synaptosomes of rats. The first bar (A), represents the control. The other bars
represent different concentrations of Querc (UM). Each column represents mean *
SEM (n=4-5). Different letters indicate significant difference from control. Data were
evaluated by one-way ANOVA followed by Duncan's test (P < 0.05). AChE activity ex
vivo (B) in cerebral cortex synaptosomes of Cd-exposed rats and treated with Querc
(mg/Kg). Different letters indicate significant difference among the groups. Each
column represents mean £ SEM (n=10-12). Data were evaluated by Two-way ANOVA
followed by Duncan's test (P < 0.05). Results are expressed as umol de AcSCh/h/mg

protein.

Figure 2:

Effects of quercetin in vitro on ATP (A), ADP (B), and AMP (C) hydrolysis in cerebral
cortex synaptosomes of rats. The first bars, in all graphics, represent the control.
The other bars in all graphics represent different concentrations of Querc (uUM). Each
column represents mean = SEM (n=4-5). Results are expressed as nmol/ Pi / min/
mg protein. Different letters indicate significant difference from control. Data were

evaluated by one-way ANOVA followed by Duncan's test (P < 0.05).

Figure 3:
ATP (A), ADP (B), AMP (C) hydrolysis, and ADA activity (D) ex vivo in cerebral cortex

synaptosomes of Cd-exposed rats and treated with Querc. Different letters indicate
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significant difference among the groups. Each column represents means + SEM
(n=10-12). Data were evaluated by Two-way ANOVA followed by Duncan's test (P <

0.05).
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4.CONCLUSOES

1)

2)

O Cd aumentou a atividade da NTPDase, da 5-nucleotidase e da ADA e o
tratamento com as diferentes doses de Querc preveniu este aumento. Pode-
se sugerir que este composto quando co-administrado com o Cd pode
modular a atividade das enzimas do sistema purinérgico e manter os niveis de
ATP extracelular e de adenosina no SNC em condi¢es fisiopatologicas
causadas pelo Cd.

N&o foi observada alteracdo na atividade da AChE nos ratos que receberam
Cd. Sugere-se que o metal possa ter acumulado no sitio ativo da enzima uma
vez que o Cd é um metal de massa atbmica relativa 112,41. O tratamento com
Querc nas doses de 25 e 50 mg/kg diminuiu significativamente a atividade da
AChE demostrando que este composto tem a capacidade de alterar a
atividade desta enzima. Sugere-se que a Querc possa ser utilizada com a
finalidade de diminuir os efeitos hipocolinérgicos causados pelo aumento na
atividade da AChE.

3) A Querc in vitro nas doses de 25 e 50 uM diminuiu a atividade da E-
NTPDase e da 5’-nucleotidase. Estes resultados sugerem que em condi¢gdes
saudaveis a Querc per se pode promover um aumento de ATP extracelular,

assim como da ADO, importantes moléculas para o SNC.

4) A Querc 100 e 200 puM in vitro causou uma diminuicdo na atividade da
AChE, demonstrando que a Querc per se pode ser um composto promissor a
ser utilizado em terapias alternativas para o tratamento de doencas

hipocolinérgicas como é o caso da doenca de Alzheimer.
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