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RESUMO 
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A doença de Huntington (DH) é uma doença neurodegenerativa progressiva e hereditária 

causada devido a uma mutação no gene da huntingtina que contém uma expansão anormal das 

repetições da citosina-adenina-guanina (CAG), levando a uma cadeia de poliglutamina 

(poliQ) de comprimento variável. A mutação confere funções tóxicas à proteína huntingtina 

mutante, causando neurodegeneração. A patologia de DH resulta em perda de células 

neuronais, alterações motoras, demência e atualmente é uma doença sem cura. É sabido que o 

acúmulo de metais é encontrado nas regiões patologicamente afetadas de muitas doenças 

neurodegenerativas. Os metais essenciais Cobre e Zinco são necessários em pequenas 

concentrações para funções metabólicas, podendo, entretanto, produzir efeitos tóxicos em 

concentrações elevadas. Além disso existe uma grande preocupação quanto a poluição 

ambiental por metais, sendo que os ambientes urbanos são locais sujeitos a significativos 

níveis de contaminação e, consequentemente, são as áreas de maior exposição de metais a 

população, seja pela inalação de poeira ou pela ingestão de solo contaminado através de 

alimentos. A rutina é um flavonóide encontrado em várias plantas, como o trigo sarraceno, 

alguns chás e frutas, sendo assim, de fácil acesso e baixo custo a toda população. Portanto, 

esse trabalho investigou o efeito da rutina sobre efeitos neurotóxicos causados por Cobre e 

Zinco em um modelo de DH em Caenorhabditis elegans. A avaliação da mistura de metais de 

forma crônica e concentrações permitidas pela legislação brasileira referentes a solos 

residencias foi investigada pela primeira vez. No geral, a exposição aos metais e sua mistura 

levou a alterações locomotoras, corporais, além de um atraso no desenvolvimento dos vermes, 

afetou comportamentos relacionados aos neurônios ASH e neurônios receptores de toque. 

Ademais, causou um aumento nos agregados proteicos musculares e neuronais, levando a 

neurodegeneração. Verificou-se o efeito neuroprotetor da rutina, o flavoinoide foi capaz de 

diminuir os agregados proteicos e a neurodegeneração. Propôs-se que a rutina atue através 

de mecanismos que envolvam propriedades antioxidantes, através do aumento da expressão 

de enzimas antioxidantes e chaperonas, além de atuar contra os metais. Em conjunto, nossos 

dados fornecem novas indicações sobre os valores orientadores da qualidade do solo, 

analisados de forma crônica e em mistura de metais, além de novas estratégias para futuros 

tratamentos de doenças neurodegenerativas causadas pela agregação de proteínas 

relacionadas a metais.  

 

Palavras-chave: Neuroproteção. Neurodegeneração. Flavonoides. C. elegans. Mistura de 

metais. Solo Brasileiro. 

 

  



ABSTRACT 

ACTION OF RUTIN IN A MODEL OF EXPOSURE TO COPPER AND ZINC 

METALS IN Caenorhabditis elegans WITH HUNTINGTIN OVERPRODUCTION 

AUTHOR: Larissa Marafiga Cordeiro 
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Huntington's disease (HD) is a progressive, hereditary neurodegenerative disease caused due 

to a mutation in the huntingtin gene that contains an abnormal expansion of cytosine-adenine-

guanine (CAG) repeats, leading to a polyglutamine (polyQ) chain of variable length. The 

mutation confers toxic functions on the mutant huntingtin protein, causing neurodegeneration. 

HD pathology results in loss of neuronal cells, motor changes, dementia and is currently a 

disease with no cure. It is known that metal accumulation is found in the pathologically 

affected regions of many neurodegenerative diseases. The essential metals Copper and Zinc 

are necessary in small concentrations for metabolic functions, but can, however, produce toxic 

effects in high concentrations. Furthermore, there is great concern regarding environmental 

pollution by metals, as urban environments are places subject to significant levels of 

contamination and, consequently, are the areas with the greatest exposure of metals to the 

population, whether through inhalation of dust or ingestion of contaminated soil through food. 

Rutin is a flavonoid found in several plants, such as buckwheat, some teas and fruits, making 

it easily accessible and low cost to the entire population. Therefore, this work investigated the 

effect of rutin on neurotoxic effects caused by Copper and Zinc in a HD model in 

Caenorhabditis elegans. The evaluation of the mixture of metals in chronic form and 

concentrations permitted by Brazilian legislation regarding residential soils was investigated 

for the first time. In general, exposure to metals and their mixture led to locomotor and body 

changes, in addition to a delay in the development of the worms, and affected behaviors 

related to ASH neurons and touch receptor neurons. Furthermore, it caused an increase in 

muscle and neuronal protein aggregates, leading to neurodegeneration. The neuroprotective 

effect of rutin was verified, the flavonoid was able to reduce protein aggregates and 

neurodegeneration. It has been proposed that rutin acts through mechanisms involving 

antioxidant properties, through increased expression of antioxidant enzymes and chaperones, 

in addition to acting against metals. Taken together, our data provide new insights into the 

guiding values of soil quality, analyzed chronically and in mixed metals, as well as new 

strategies for future treatments of neurodegenerative diseases caused by the aggregation of 

metal-related proteins. 

Keywords: Neuroprotection. Neurodegeneration. Flavonoids. C. elegans. Mixture of metals. 

Brazilian soil. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A doença de Huntington (DH) é uma patologia neurodegenerativa que se caracteriza 

por alterações motoras progressivas, movimentos involuntários anormais, demência e morte 

neuronal. Conhecida comumente como coréia de Huntington (‘khoreia’ é a palavra grega para 

dança), foi primeiramente descrita com características clínicas da doença e o padrão de 

transmissão familiar (BATES, 2005). 

No entanto, foi apenas em 1983 que a mutação gênica causadora da DH foi localizada 

no cromosssomo 4 (GUSELLA et al., 1983) e, subsequentemente, isolada em 1993 pelo 

Huntington’s Disease Collaborative Research Group. Este grupo identificou uma mutação na 

porção 5’ do gene IT15 ou “Interesting Transcript 15” no braço curto do cromossomo 4, que 

codifica a proteína Huntingtina (Htt). Essa mutação resulta numa expansão da sequência de 

nucleotídeos citosina, adenina e guanina (CAG - que codifica o aminoácido glutamina), 

resultando em uma proteína mutante com uma sequência de poliglutaminas (poliQ) no 

terminal amínico da proteína Htt. Os indivíduos não portadores da doença apresentam 

proteína huntingtina com menos de 35 repetições. Já nos afetados pela desordem, a proteína 

apresenta mais que 36 repetições (aproximadamente 38-55) de resíduos de glutamina na 

porção N-terminal da cadeia polipeptídica. Quanto maior essa sequência, mais cedo ocorre o 

desenvolvimento da doença e mais severa é sua progressão (VONSATTEL; DILIGLIA, 

1998). A DH possui herança autossômica dominante, o alelo normal transmite-se de geração 

em geração segundo as regras de hereditariedade Mendeliana. O alelo mutante é instável 

durante a meiose, alterando o seu comprimento na maior parte das transmissões entre 20 

gerações, com um aumento de 1-4 unidades ou diminuição de 1-2 unidades do triplete CAG 

(GIL-MOHAPEL; REGO, 2011). 

A DH é uma patologia idade-dependente que normalmente surge após os 40 anos, 

porém pode ocorrer na juventude sendo mais rara e grave. O envelhecimento é um processo 

controlado por fatores genéticos, e influenciado por fatores ambientais. Teoricamente, este 

processo deriva-se do acúmulo gradual de falhas e danos nas células, influenciado tanto pelo 

estresse oxidativo e metabólico aos quais as células são expostas, de maneira cumulativa, 

quanto pelo declínio dos mecanismos celulares de defesa contra esses (MATTSON; CHAN; 

DUAN, 2002). A maioria das doenças neurodegenerativas como a DH, Doença de Alzheimer 

(DA), Doença de Parkinson (DP), por exemplo, são caracterizadas pelo acúmulo e agregação 



14 
 

de proteínas, que interrompem a dinâmica das redes de proteínas e resultam na 

desestabilização da homeostase celular (DOUGLAS; DILLIN, 2010). A proteína Htt mutante 

(mHtt), considerada o principal fenótipo característico da DH, forma agregados tanto no 

núcleo quanto no citoplasma, que devido à sua natureza insolúvel se acumulam e se enredam 

para formar inclusões (DIFIGLIA et al., 1997). Outros mecanismos, como dano oxidativo, 

também contribuem para a disfunção neuronal e, eventualmente, a morte (TASSET; 

SÁNCHEZ; TÚNEZ, 2009). Além disso, o acúmulo de metais é frequentemente encontrado 

nas regiões patologicamente afetadas de muitas doenças neurodegenerativas (XIAO et al., 

2013). Embora esteja estabelecido que a homeostase de metais seja alterada em doenças 

neurodegenerativas, o perfil de deposição de metais difere para cada distúrbio. Na DH foram 

encontradas anormalidades no tecido ou deposição de Cobre (Cu) e Zinco (Zn), que podem 

ser o resultado de processos da doença ou a causa da doença (WHITE et al., 2017).  

Os metais essenciais Cu e Zn atuam como um cofator de enzimas e estão envolvidos 

em uma série de processos fisiológicos, como transporte de elétrons, transporte de oxigênio e 

síntese de neurotransmissores (BANCI, 2013). Embora os metais sejam importantes para 

animais e plantas, geralmente são necessários em pequenas quantidades (WRIGHT; 

BACCARELLI, 2007). Além disso, existe uma grande preocupação quanto à poluição 

ambiental por metais pesados sendo um problema ambiental global crítico, como a 

contaminação ambiental influencia diretamente a saúde humana, esta tem sido uma questão de 

grande importância (GOULDING; BLAKE, 1998). Há uma estreita relação entre solos 

urbanos e a saúde da população (POGGIO et al., 2008). Ambientes urbanos são locais sujeitos 

a significativos níveis de contaminação e, consequentemente, são as áreas de maior exposição 

de metais a população, seja pela inalação de poeira ou pela ingestão de alimentos provenientes 

de solo contaminado (RASMUSSEN; SUBRAMANIAN; JESSIMAN, 2001). 

Cobre é um oligoelemento essencial e atua como cofator de várias enzimas (como 

citocromo c oxidase e superóxido dismutase (SODs)) (DESAI; KALER, 2008). O cérebro 

concentra metais pesados, incluindo cobre, para uso metabólico (BUSH, 2000). Cu é de 

grande importância para o desenvolvimento e função normal do cérebro. No entanto, níveis 

elevados de Cu podem resultar na geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), danos ao 

DNA e disfunção mitocondrial. O cobre excessivo tem sido associado a doenças como DA, 

esclerose lateral amiotrófica (ELA), DH, DP e doença de Wilson (DW) em humanos (DESAI; 

KALER, 2008). O Cu pode aumentar a auto-agregação de proteínas precursoras de amiloide e 

peptídeo β-amilóide (HA; RUY; BEUM, 2007). Além disso, os níveis de Cu também são 

mais elevados em pacientes com DH em comparação com os controles (FOX et al., 2007). O 
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cobre pode promover alteração da conformação, agregação e/ou atividade redox da 

huntingtina mutante (HUANG et al., 1999). 

Zinco é o oligoelemento mais abundante no cérebro, onde desempenha várias funções, 

interagindo com várias proteínas conferindo-lhes propriedades catalíticas ou estruturais 

(DANSCHER et al., 1997). Além disso, 300 enzimas são dependentes desse metal, muitas 

delas expressas no sistema nervoso central (SNC) (HAGMEYER; HADERSPECK; 

GRABRUCKER, 2015). Porém, a homeostase alterada do zinco é sugerida como um fator de 

risco para DA, envelhecimento e outros distúrbios neurodegenerativos. Sob a fisiologia 

normal do SNC, controles homeostáticos são colocados em prática para evitar o acúmulo de 

zinco em excesso ou sua deficiência (SZEWCZYK, 2013). Além disso, foi visto um aumento 

na concentração de Zn no sangue de pacientes com DH (SQUADRONE et al., 2020). As 

concentrações de Zn também foram maiores em análises de cérebro post-mortem de pacientes 

(ROSAS et al., 2012). 

A contaminação ambiental por metais vem sendo associada a uma maior prevalência 

de doenças no mundo (ZAR; FERKOL, 2014). Da mesma forma, a toxicidade dos metais 

pesados tem consequências severas e de longo prazo no cérebro, resultando em 

comprometimento cognitivo (ORTEGA et al., 2020). Uma vez que a exposição a metais pode 

ocorrer através do consumo de alimentos cultivados em solos contaminados, no Brasil existe a 

Resolução número 420 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que dispõe 

sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto à presença de substâncias 

químicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de áreas contaminadas por 

essas substâncias em decorrência de atividades antrópicas (Resolução n. 420, CONAMA, 

2009). Os principais poluentes que prejudicam o solo e expõem as pessoas a doenças são os 

agrotóxicos (20%), derivados do petróleo (16%), resíduos industriais (12%) e metais (12%) 

(Associação Brasileira de águas subterrâneas, 2010).  

Atualmente, há uma busca crescente por alternativas contra esses toxicantes. Os 

flavonoides são substâncias pertencentes à classe dos compostos fenólicos e estão presentes 

em vegetais e frutas, que são as principais fontes dessas substâncias (BARREIROS; DAVID, 

2006). Flavonoides também podem atuar como quelantes de íons metálicos de transição 

(MIRA et al., 2002). A rutina (3, 3′,4 ′, 5, 7- pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside) é um 

flavonol que se encontra em muitas plantas típicas, como trigo mourisco, Passiflora incarnata 

(também conhecida como flor da paixão), maçã e chás. Foi relatado que a rutina tem várias 

propriedades farmacológicas, incluindo atividades antioxidantes, citoprotetoras, anti-

inflamatórias, imunomoduladoras e neuroprotetora (KATSUBE et al., 2006; 
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TRUMBECKAITE et al., 2006; BISHNOI et al., 2007). A rutina atenuou sintomas 

semelhantes aos da DH induzidos por ácido 3- nitropropiônico em ratos (SUGANYA; 

SUMATHI, 2017), além de exercer efeitos protetores contra a toxicidade induzida por poliQ 

em Caenorhabditis elegans (C. elegans) (CORDEIRO et al., 2020). Tais resultados sugerem 

que a rutina pode ser um composto promissor para prevenir ou tratar doenças 

neurodegenerativas. No entanto, pouco se sabe sobre seus mecanismos subjacentes e seus 

efeitos na homeostase de proteínas. 

No momento atual, o tratamento para DH é apenas sintomático e a terapêutica 

selecionada depende da manifestação clínica dominante. Os agentes depletores de dopamina 

têm sido o grupo farmacológico mais utilizado para o controle dos movimentos coreicos. 

Antidepressivos, antagonistas do glutamato, antiepilépticos e outros fármacos são utilizados 

na DH para tratamento sintomático (COPPEN; ROOS, 2017). As estratégias terapêuticas 

destinadas a prevenir ou atrasar a degeneração neuronal representam uma escolha razoável 

para o tratamento de doenças neurodegenerativas. Por conseguinte, existe um interesse 

crescente no uso de antioxidantes naturais, incluindo compostos fenólicos encontrados em 

vegetais que podem prevenir a morte celular (SANDHIR; MEHROTRA, 2013). Devido ao 

grande número de espécies vegetais e a presença de diferentes compostos antioxidantes em 

seus extratos, aumentam-se as chances de identificação de substâncias com atividades 

neuroprotetoras. Assim, muitas patologias que hoje permanecem sem um tratamento 

adequado, poderão vir a ser tratadas de forma mais eficientes a partir de novos fármacos 

derivados de substâncias naturais (OLIVEIRA et al., 2007). 

C. elegans é um nematódeo pequeno (±1 mm quando adulto), de fácil manipulação, 

curto ciclo de vida, fácil de cultivo e rápido tempo de geração. É estruturalmente simples, no 

entanto mostra-se como uma poderosa ferramenta nas áreas de pesquisa em toxicologia, 

farmacologia e biologia molecular (NASS; BLAKELY, 2003). É um modelo in vivo para 

estudar o papel dos processos de envelhecimento no desenvolvimento de proteinopatias 

neurodegenerativas (VAN PELT et al., 2020). O primeiro modelo de C. elegans para a DH foi 

gerado pela expressão de um fragmento de huntingtina contendo 150 repetições de poliQ em 

neurônios sensoriais de cabeça (neurônios ASH) e resultou em neurodegeneração (FABER et 

al., 1999). A disponibilidade de várias linhagens mutantes semelhantes a doenças em 

humanos tem sido explorada para testar o efeito de diversas substâncias, incluindo 

antioxidantes naturais e sintéticos (BRACKMAN et al., 2002).  
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os efeitos neuroproterores da rutina no modelo de Doença de Huntington em 

Caenorhabditis elegans após exposição crônica a metais pesados. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o papel neuroprotetor da rutina em neurônios ASH e seus mecanismos de ação 

envolvidos; 

 Avaliar os possíveis efeitos neurotóxicos da exposição a cobre e zinco de forma 

isolada ou em uma mistura; 

 Investigar o papel da exposição aos metais na progressão da DH em modelo de C. 

elegans; 

 Avaliar os efeitos neuroprotetores da rutina na neurodegeneração e agregação de 

proteínas em modelo de DH em C. elegans exercidas pela exposição a cobre e zinco;  
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS  

 

As doenças neurodegenerativas são caracterizadas pela perda progressiva e irreversível 

de certos neurônios, o que leva a um déficit progressivo de funções do SNC. Dentre elas, as 

mais comuns são a DH, DA, DP e ELA. As diferentes doenças neurodegenerativas afetam 

regiões distintas do cérebro, por exemplo, a DA afeta o córtex cerebral, a DP e DH afetam 

os gânglios da base, e a ELA afeta o sistema motor (PIEVANI et al., 2014; ODDONE; 

IMBRIANI, 2015). Embora ainda não bem elucidados, os mecanismos envolvidos na morte 

neuronal envolvem eventos em comuns nas doenças neurodegenerativas, incluindo 

agregação de proteínas mal formadas (por exemplo, a huntingtina na DH, o peptideo βA na 

DA e a α-sinucleína na DP), estresse oxidativo e inflamação (ROSS; POIRIER, 2004). 

Porém, os sintomas além da classificação da doença variam dependendo da área afetada. 

Devido ao aumento da expectativa de vida da população, somado a fatores ambientais e 

genéticos tem aumentado a incidência do desenvolvimento das doenças neurogenerativas 

(CHECKOWAY; LUNDIN; KELADA, 2011). À medida que a população mundial 

envelhece o número de indivíduos em risco para demência também aumenta. Estima-se que 

35,6 milhões de pessoas viviam com demência em 2010 e esses números quase dobram a 

cada 20 anos, podendo chegar a 65,7 milhões de pessoas em 2030 (PRINCE et al., 2013).  

A maioria das pessoas com demência vive em países de baixa e média renda, como é o 

caso do Brasil, o maior e mais populoso país da América Latina. Na América Latina estima-

se um aumento de quatro vezes no número de indivíduos com demência até 2050 (PARRA 

et al., 2018). Na DH, por exemplo, a prevalência mínima no estado do Rio Grande do Sul 

(RS) foi estimada em 1,85:100.000 habitantes (CASTILHOS et al., 2019).  

 

3.1.1 Doença de Huntington 

 

A DH é uma doença neurodegenerativa genética, herdada de forma autossômica 

dominante, ou seja, para ser afetado basta herdar uma cópia do gene mutante de um dos pais 

afetados pela doença. É uma patologia causada por uma expansão de repetições do 

trinucleotídeo CAG no gene da huntingtina (HTT) no cromossomo 4. Isso resulta na 

produção de uma proteína huntingtina mutante (mHtt) com uma repetição de poliglutamina 

(poliQ) anormalmente longa, conforme a Figura 1 (MACDONALD et al., 1993). Indivíduos 
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com mais de 36 repetições (aproximadamente 38-55) desenvolverão a doença, enquanto não 

portadores da doença apresentam proteína huntingtina com até 35 repetições de resíduos de 

glutamina (TELENIUS et al., 1994). O comprimento da repetição CAG é o que determina se 

um indivíduo desenvolverá a doença, sendo também o principal determinante da taxa de 

patogênese que leva aos sinais motores característicos que fundamentam o diagnóstico 

clínico (ANDREW et al., 1993). 

 

Figura 1: Aumento do número de repetições CAG levando à Doença de Huntington 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Kohli et al. (2021) 

A proteína Htt é expressa em todos os tipos de células do corpo, tanto no nível tecidual 

quanto subcelular, em todos os estágios de desenvolvimento. Suas funções ainda não são 

bem elucidadas, porém, parece interagir com diferentes proteínas que estão envolvidas em 

processos como transporte intracelular e sinalização celular (CATTANEO; ZUCCATO; 

TARTATI, 2005; HARJES; WANKER, 2003). Além disso, foi descrita por estar 

relacionada no desenvolvimento do cérebro, com um papel crucial na formação de sinapses 

excitatórias corticais e estriatais (GATTO et al., 2020). Sabe-se que a mHtt tem um ganho 

tóxico de função desencadeando o processo neurodegenerativo, além disso, essa proteína é 

mais resistente à degradação, levando a formação de agregados intracelulares que causam 
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degeneração e morte neuronal (CISBANI; CICCHETTI, 2012). Embora o papel fisiológico 

da huntingtina ainda não tenha sido definido totalmente, Bano e colaboradores (2011) 

relataram que ela está associada ao desenvolvimento de mamíferos, camundongos que 

tinham a supressão completa da expressão do gene vieram a óbito quando embriões (BANO 

et al., 2011). 

Dentro das células cerebrais, a mHtt é mal dobrada e forma agregados com propriedades 

tóxicas (HATTERS, 2008). O dobramento incorreto sobrecarrega o sistema de degradação 

ubiquitina-proteassômica, sendo necessário para a homeostase celular da reciclagem de 

proteínas (BENCE; SAMPAT; KOPITO, 2001). A mHtt também se agrega com outras 

proteínas, incluindo a proteína de ligação responsiva ao AMPc (CREB), podendo esgotar 

várias proteínas diferentes disponíveis para a célula (STEFFAN et al., 2000; NUCIFORA et 

al., 2001). 

A neuropatologia mais proeminente na DH ocorre na parte estrial dos gânglios da base e 

a atrofia é acompanhada por extensa perda neuronal, a qual se torna mais grave à medida 

que a doença progride, levando a atrofia a um grande alargamento dos ventrículos laterais 

(THOMAS et al., 1995; VIS  et al., 2005). Durante os estágios mais avançados da doença, se 

estende a uma variedade de regiões cerebrais, incluindo o hipotálamo e o hipocampo 

(VONSATTEL et al., 1985). A DH é caracterizada por distúrbios na movimentação, 

sintomas cognitivos e distúrbios psiquiátricos. Os defeitos motores incluem coreia e perda 

de coordenação, e os pacientes também demonstram dificuldade de fala e deglutição 

(YANAGISAWA, 1992). Os sintomas cognitivos podem ser detectados anos antes do 

diagnóstico e a capacidade cognitiva diminui à medida que a doença progride (BONNER et 

al., 2013). Sintomas psiquiátricos, como depressão, psicose e transtorno obsessivo-

compulsivo também são comuns na DH (HARRINGTON et al., 2013; EPPING et al., 2013). 

O comprometimento do eixo metabólico no cérebro é uma importante manifestação da 

patogênese da DH. Distúrbios metabólicos no cérebro de pacientes foram relatados antes 

mesmo que a causa genética da doença fosse descoberta. Os primeiros estudos de 

tomografia por emissão de pósitrons (do inglês Early Positron Emission Tomography - PET) 

mostraram um metabolismo de glicose reduzido no corpo estriado e no córtex cerebral de 

pacientes com DH sem sintomas clínicos evidentes relacionados à doença (KUHL et al., 

1985; KUWERT et al., 1990; GRAFTON et al., 1992; ANTONINI et al., 1996). Além disso, 

a presença de produtos de oxidação de lípidos, ácidos nucleicos e proteínas (lipofuscina, 

malondialdeído, carbonilos de proteínas, entre outros) demonstra uma relação com estresse 
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oxidativo em cérebros de pacientes, o que contribui ainda mais para déficits na função 

cerebral (HERSCH et al., 2006; BROWNE; BEAL, 2006; CHEN et al., 2007). 

Por ser uma doença complexa, a patogênese a jusante do gene mutante da huntingtina é 

problemática, envolvendo múltiplas vias, incluindo fragmentação anormal de proteínas e 

neuroinflamação (PAN et al., 2021). Até o momento, nenhum ensaio clínico foi bem 

sucedido na identificação de tratamentos modificadores da doença (KUMAR et al., 2020; 

STAHL et al., 2020), sendo assim o tratamento atual da DH baseia-se principalmente no 

manejo sintomático. A Tetrabenazina (TBZ), um inibidor do transportador vesicular de 

monoamina, foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da 

América (EUA) para o tratamento da coreia na DH em 2008 e é o medicamento aprovado 

para esta utilização até à data (POTKIN et al., 2018). Por outro lado, vale ressaltar que 

efeitos colaterais foram observados com TBZ, incluindo depressão e parkinsonismo, 

provavelmente ser devido à redução concomitante de outras monoaminas, como serotonina e 

norepinefrina (WYANT et al., 2017). Esses efeitos colaterais não devem ser menosprezados, 

pois os pacientes com DH já correm maior risco de depressão, ansiedade e suicídio em 

comparação com a população em geral (GALTS et al., 2019). 

3.1.2 Doença de Huntington e metais 

 

Os metais geralmente podem ser divididos em dois grupos: metais essenciais e não 

essenciais. Os essenciais incluem cobre e zinco, sendo importantes para processos 

biológicos como transporte de oxigênio e elétrons, além de atuar como cofatores de enzimas. 

Alguns metais ainda, como o zinco, tem um papel na ativação de células de defesa e na 

regulação da resposta inflamatória (CHEN; MIAH; ASCHNER, 2016). Embora sejam 

metais importantes nos processos biológicos e no metabolismo, eles geralmente são 

necessários em pequenas quantidades. Quando em excesso, os metais podem se acumular 

em vários órgãos, incluindo o cérebro onde podem induzir uma série de eventos 

intracelulares deletérios, incluindo estresse oxidativo, disfunção mitocondrial, fragmentação 

do DNA, dobramento incorreto de proteínas, desregulação da autofagia e ativação da 

apoptose (ANGELI et al., 2014; ZHANG et al., 2013; SEO et al., 2013; GUNTEL et al., 

2010). Esses efeitos alteram a neurotransmissão e podem levar a neurodegeneração e a 

neurotoxicidade induzida por metais tem sido associada a diversas doenças neurológicas, 

como, DH, DA, ELA, DP, DW, entre outras (SHAW et al., 2013; AUTHIER et al., 2001; 

STRAUSAK et al., 2001; OKUDA et al., 1997; CHEN et al., 2015). 
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O excesso de cobre tem sido associado a diferentes doenças neurodegenerativas 

(VALENSIN et al., 2016)  evidências demonstraram que Cu pode aumentar a auto-

agregação de proteínas precursoras amiloides e peptídeo β amiloide (HA; RYU; PARK, 

2007) além disso, níveis aumentados do metal foram encontrados no líquido 

cefalorraquidiano de pacientes com DA (ROOS; VESTERBERG; NORDBERG, 2006). Do 

mesmo modo, o Cu interage com a α-sinucleína e promove agregação, podendo levar a DP. 

Notavelmente, em pacientes com DH os níveis do metal também são maiores em 

comparação com os controles (FOX et al., 2007), sendo que o cobre poderia promover 

alterações na conformação, agregação e/ou atividade redox da mHtt, assim como a interação 

da β amiloide com o metal, induzindo a oligomerização da β amiloide (HUANG et al., 

1999a; HUANG et al., 1999b). 

 O papel do Cu e das proteínas de ligação ao Cu em pacientes com DH ainda não é 

totalmente esclarecido. Experimentos in vitro demonstram que o Cu interage com a Htt 

selvagem, diminuindo a solubilidade dos fragmentos da proteína (FOX et al., 2007) e 

aumentando a agregação. Anteriormente, acreditava-se que os agregados eram inertes, 

porém foi demonstrado que o Cu também pode se ligar a Htt após a agregação, agravando 

ainda mais sua insolubilidade (MITOMI et al., 2012). Além disso, existem dois resíduos na 

proteína Htt que podem se ligar ao Cu (His82 e Met8) e, quando esses sítios sofrem mutação 

em modelo de DH em Drosophila melanogaster, os efeitos tóxicos da mHtt são evitados 

(XIAO et al., 2013) evidenciando que nem o Cu nem a extensão poliQ sozinhos causaram 

sintomas da doença, mas a combinação da mutação e exposição ao metal foi tóxica, 

sugerindo que a terapia relacionada ao Cu poderia ser benéfica para os pacientes. 

 De mesma relevância, o Zn atua como cofator para mais de 300 enzimas e 

metaloproteínas, regulando a resposta antioxidante e transcrição gênica. No entanto, níveis 

aumentados de Zn promovem a produção de EROs, além de interromper atividades de 

enzimas metabólicas e ativar processos apoptóticos (MARREIRO et al., 2017). O 

desbalanço da homeostase do Zn vem sendo associada a DA, isquemia cerebral, trauma 

cerebral, demência do tipo vascular, epilepsia (WRIGHT; BACCARELLI, 2007; MIZUNO; 

KAWAHARA, 2013), DP e ELA (SIKORA et al., 2020; KANEKO et al., 2015). Além 

disso, as doenças neurodegenerativas citadas tem em comum características e mecanismos 

semelhantes a DH que fazem com que as proteínas mal dobradas causem a morte neuronal e 

neurodegeneração. Níveis aumentados de Zn foram detectados no sangue de pacientes com 

DH, indicando que a mHtt pode prejudicar a homeostase do Zn (SQUADRONE et al., 2020) 
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ademais sugere-se que a interrupção da homeostase do Zn vesicular pode contribuir para a 

disfunção sináptica e neurodegeneração na DH (NIU et al., 2020). 

3.2 CONTAMINAÇÃO AMBIENTAL POR METAIS  

 

A contaminação ambiental por metais aumentou desde 1900 (NRIAGU, 1979) devido à 

rápida urbanização e industrialização, o que acarretou que mais metais fossem liberados no 

meio ambiente. As concentrações de metais pesados em solos em todo o mundo 

frequentemente excedem seus valores normativos e, embora nem todos os metais pesados 

sejam derivados de fontes antropogênicas, as concentrações variam largamente (SILVA et 

al., 2020). Além disso, os valores padronizados variam de país para país. No Brasil, o 

CONAMA é o órgão que estabelece padrões de controle da poluição ambiental, sendo que a 

resolução número 420 de 28 de dezembro de 2009 preconiza valores orientadores de 

qualidade para solos agrícolas, residenciais e industriais e águas subterrâneas (Conselho 

Nacional do Meio Ambiente, 2009). 

A contaminação do meio ambiente por metais ocorre principalmente através da queima 

de combustíveis fósseis, lixo municipal, pesticidas, fundição de mineração, esgoto, entre 

outros (NAILA et al., 2019). A aplicação de pesticidas e fertilizantes é uma maneira que 

promove o acúmulo de Cu no solo, sendo que a presença de Cu em fungicidas existe 

principalmente na forma de Cu triclorofenol, misturas de Cu e Zn e sulfato de Cu (QIN et 

al., 2021). A transferência de metais do solo através da cadeia alimentar ou deposição 

atmosférica pode causar efeitos crônicos, dentre eles relacionados à mutagenicidade e 

carcinogenicidade (DAMEK-POPRAWA; SAWICKA-KAPUSTA, 2013). 

Embora certos elementos sejam essenciais para a saúde humana, a elevação da 

concentração pode atingir níveis de risco potencial à saúde (WITKOWSKA; SLOWIK; 

CHILICKA, 2021). Ao contrário dos poluentes orgânicos, os elementos potencialmente 

tóxicos (do inglês potentially toxic elements – PTEs) são persistentes no ambiente e suas 

concentrações se acumulam ao longo do tempo (LEE et al., 2006) e a presença prolongada 

desses elementos representa um desafio para a saúde das populações urbanas (WOSZCZYK; 

SPYCHALSKI; BOLUSPAEVA, 2018). A inalação direta, ingestão, contato com a pele, 

cadeia alimentar e ingestão de água contaminada são as principais vias de exposição humana 

aos elementos potencialmente tóxicos em ambientes urbanos (ABRAHAMS, 2002; 

MCLAUGHIN et al., 2000; POGGIO et al., 2009). 
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Os estudos de solos urbanos e residenciais em várias cidades ao redor do mundo 

demonstram concentrações significativas de cobre, cádmio, zinco, chumbo, mercúrio e 

outros metais (AJMONE-MARSAN; BIASIOLI, 2010; AWADH et al., 2013). Em áreas 

urbanas, os metais também podem entrar no solo por meio de emissões industriais, 

transportes, queima de combustíveis fósseis e lixo municipal. O chumbo e o cobre provêm 

principalmente do tráfego e da combustão. Degradação de materiais (cabos e tubos) e 

incineradores são outra fonte de contaminação urbanas dos solos (WONG; LI; 

THORNTON, 2006). 

Um dos grandes problemas dos valores orientadores da qualidade do solo no mundo todo 

se refere à concentração de um elemento isolado. Desta maneira, a avaliação de um único 

metal não deve ser tomada como critério 100% confiável para a avaliação de riscos 

potenciais à saúde, principalmente devido à exposição a diversos metais ao mesmo tempo. 

Avaliações que consideram os efeitos combinados de poluentes refletem melhor os efeitos 

existentes de exposições ambientais do que avaliações que determinam a toxicidade de 

produtos individuais (SCHNUG; LEINAAS; JENSEN, 2014). 

Organismos no ambiente são frequentemente expostos a misturas de metais, essas 

exposições podem ser prejudiciais embora as concentrações desses metais possam estar 

abaixo da concentração sem efeito observado (KORTENKAMP, 2008). Esse conceito é 

chamado de toxicidade de misturas (BEYER et al., 2014), entretanto a maioria dos testes de 

toxicidade é realizada usando metais individuais no ambiente, ignorando os efeitos 

potenciais das misturas especialmente em concentrações muito baixas. Sendo assim, os 

efeitos de misturas especialmente em concentrações baixas são subestimados. A toxicidade 

de metais é uma grande preocupação, pois eles não se degradam prontamente no ambiente e 

bioacumulam, além de causar efeitos deletérios como carcinogênese, mutagênese e 

problemas neurológicos (JUDAH et al., 2014; NOTARACHILLE et al., 2014; TYLER; 

ALLAN, 2014). Um parâmetro considerado chave ao avaliar a toxicidade de misturas 

metálicas é o modo de ação do metal (BALISTRIERI; MEBANE, 2014; CHARLES et al., 

2014). O modo de ação são os processos vitais iniciados pela interação do metal com o 

receptor e o processo por meio de alterações anatômicas no organismo, resultando em 

efeitos letais e subletais. Basicamente, é a resposta produzida em um organismo exposto ao 

metal ou as características do mecanismo necessário para a produção de uma resposta 

biológica (BORGERT et al., 2004). Este modo de ação é usado na avaliação de risco para 

prever a toxicidade de misturas tóxicas.  
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A combinação de metais pode produzir efeitos aditivos, sinérgicos ou antagônicos, 

manifestados em uma toxicidade geral, distinta da toxicidade dos componentes individuais 

da mistura. O efeito aditivo é quando a toxicidade da mistura é igual à soma da toxicidade 

dos metais individualmente, já efeito sinérgico ou antagônico é quando a toxicidade da 

mistura é maior ou menor do que a soma da toxicidade dos metais individualmente, 

respectivamente (WALKER et al., 2016). 

3.3 COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Estudos demonstram que as doenças neurodegenerativas são multifatoriais e que o 

estresse oxidativo está interligado com os mecanismos dessas doenças (BARNHAM; 

MASTERS; BUSH, 2004). Por esse motivo, compostos antioxidantes de fontes naturais, 

como carotenoides, compostos fenólicos e vitaminas tem sido amplamente estudados e já 

demonstram efeitos benéficos principalmente associados ao envelhecimento (ABBAS; 

WINK, 2009; POWOLNY et al., 2011).  

Devido à diversidade de espécies vegetais e a presença de diferentes compostos 

bioativos em seus extratos, aumenta o número de substâncias potencialmente bioativas. 

Dentre os principais compostos com atividades biológicas presentes nos extratos, podemos 

citar os compostos fenólicos, que possuem atividades antioxidantes, cardioprotetoras, anti-

inflamatórias e desempenham relação com as doenças neurodegenerativas (SCALBERT; 

JOHNSON; SALTMARSH, 2005).  

Dentre os compostos fenólicos, os flavonoides apresentam efeito neuroprotetor, 

antioxidante, anti-inflamatório, além de desempenhar um papel significativo na prevenção 

de doenças cardiovasculares, isso pode ser devido principalmente aos seus efeitos 

antiaterogênicos, antitrombóticos e antioxidantes (KHAN et al., 2021; CORDEIRO et al., 

2020). 

As propriedades antioxidantes dos flavonoides estão relacionadas à sua capacidade de 

eliminação de radicais, atividade redutora de metais e quelação de metais, que estão 

envolvidos na geração de radicais hidroxila reativos. Estas propriedades surgem da estrutura 

química polifenólica constituída pelo sistema de anéis C6-C3-C6. Em particular, a atividade 

antioxidante depende do número e da posição dos grupos hidroxila na estrutura. Por 

exemplo, alguns radicais são reduzidos via transferência de prótons através da clivagem 

homolítica do grupo catecol (3´-OH e 4´-OH) presente em algumas estruturas flavonoides 

(SOUZA et al., 2004). No entanto, embora a porção catecol seja um requisito importante 
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para a atividade antioxidante, alguns flavonoides desprovidos de grupos catecol também 

apresentam desempenho notável de eliminação de radicais devido à capacidade de transferir 

átomos de hidrogênio, ou à transferência simultânea de hidrogênio/elétron ou transferência 

sequencial de elétrons com perda de prótons (SAMSONOWICZ et al., 2017).  

3.3.1 Rutina 

 

Rutina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-rutinosídeo) é um composto pertencente a 

classe dos flavonoides, encontrada principalmente em fontes naturais, por exemplo, laranja, 

limões, uvas, frutas vermelhas e pêssegos (KREFT; KNAPP; KREFT, 1999). É um 

componente nutricional vital das plantas (HARBORNE, 1986) e recebeu o nome da planta 

Ruta graveolens, que também contém rutina. Quimicamente, é um glicosídeo composto por 

flavonol quercetina aglicona junto com o dissacarídeo rutinose (GANESHPURKAR; 

SALUJA, 2017). Além disso, possui diversos efeitos biológicos como, atividades 

antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogênicas, antitrombóticas, cardioprotetoras e 

neuroprotetoras (NEGAHDARI et al., 2021). 

Ao longo dos anos, mecanismos foram sugeridos como responsáveis por suas 

atividades antioxidantes em modelos in vivo e in vitro. Primeiramente, foi relatado que sua 

estrutura química pode eliminar EROs diretamente (HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994). 

Em segundo lugar, a rutina aumenta a produção de glutationa (GSH) e menciona-se que os 

sistemas celulares de defesa oxidativa aumentem devido ao aumento da expressão de 

enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) (AL-ENAZI, 

2014). Finalizando, a rutina inibe a xantina oxidase, que está envolvida na geração de EROs 

(KOSTIC et al., 2015). 

Devido a sua atividade neuroprotetora, a rutina exerce efeitos benéficos em diferentes 

modelos de doenças neurodegenerativas, incluindo a DA e a DH. Em modelo de DA, a 

rutina inibiu a agregação da β amiloide, além de prevenir danos mitocondriais e reduzir a 

produção de EROs, malonaldeído (MDA), óxido nítrico sintase induzível (iNOS),  

glutationa dissulfeto (GSSG) e citocinas  pró inflamatórias. Além disso, a rutina aumentou 

os níves de CAT, SOD, glutationa peroxidase (GPx) e GSH (WANG et al., 2012). Em um 

modelo in vivo, Xu e colaboradores, (2014) demonstraram que após a administração oral de 

rutina na dose diária de 100 mg/kg por 6 semanas, houve redução no déficit de memória de 

camundongos transgênicos, além de redução nos níveis de oligoméricos β amiloide (XU et 

al., 2014). Em um modelo de DA utilizando peixe-zebra, Richetti e colaboradores, (2011) 



27 
 

demonstraram que a rutina não afetou a locomoção geral do animal e preveniu a amnésia 

induzida por escopolamina (RICHETTI et al., 2011). 

A administração oral de rutina (25 mg/kg e 50 mg/kg) reduziu a oxidação de proteínas 

e melhorou o sistema antioxidante, bem como atenuou as mudanças comportamentais 

restaurou a atividade das enzimas do complexo mitocondrial em animais expostos ao 3-

nitropropiônico (3-NP),  (SUGANYA; SUMATHI, 2017; SUGANYA; SUMATHI, 2014). 

Recentemente, os mesmos pesquisadores demonstraram que a rutina atenuou as alterações 

induzidas por 3-NP no peso corporal, movimento, níveis de antioxidantes e memória. Além 

disso, demonstraram que a rutina aliviou o dano estriatal, reduzindo os peróxidos lipídicos, 

nitrito, proteína ácida fibrilar glial (GFAP) e a atividade da acetilcolinesterase (SUGANYA; 

SUMATHI, 2017).   

Um efeito relevante da rutina e atualmente ainda pouco estudado é a sua propriedade 

como quelante de metais. Estudos demonstram que os flavonoides podem atuar como 

antioxidantes devido ás suas propriedades quelantes. Kostyuk e colaboradores (2001) 

descobriram que os complexos de rutina e epicatequina com ferro (II), ferro (III), cobre (II) 

e zinco (II) são mais eficazes do que flavonoides livres na eliminação de radicais livres. 

Esses complexos protegem os glóbulos vermelhos de forma mais eficaz contra o amianto, 

que causa danos oxidativos in vitro (KOSTYUK et al., 2021). Além disso, Prakash e 

colaboradores (2020) demonstraram que a formação de quelatos é consequência da interação 

entre rutina e íons metálicos. A quelação de metais pode ser crucial para prevenir a 

formação de radicais livres que danificam biomoléculas, uma vez que a interação entre 

flavonoides e metais de transição forma complexos que impedem que os íons metálicos 

participem dos processos de produção de radicais livres, exibindo assim um comportamento 

antioxidante (PRAKASH et al., 2020). 

3.4 O Caenorhabditis elegans 

 

O Caenorhabditis elegans foi introduzido em 1963 por Sydney Brenner como um 

modelo para o estudo do desenvolvimento e neurobiologia (BRENNER, 1974). Atualmente, 

é um organismo usado para análise genética, toxicologia, neurotoxicidade e para estudos 

relacionados à homeostase de metais (LEUNG et al., 2008). C. elegans é um pequeno 

nematoide (±1 mm) de vida livre que vive em solo úmido e usa bactérias como fonte de 

alimento. A uma temperatura controlada (±20 ºC), C. elegans desenvolve-se de ovos a 

adultos em cerca de 2,5 dias. As larvas normalmente, após a eclosão do ovo, passam por 
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quatro estágios larvais (L1, L2, L3 e L4) para o estágio de adulto jovem e depois para o 

estágio de produção de ovos (RIDDLE et al., 1997), conforme a Figura 2. Em condições 

adversas, como temperaturas extremas ou escassez de alimentos o desenvolvimento larval 

para no estágio L2, produzindo então a larva dauer que é um estágio de diapausa, retomando 

o crescimento quando está novamente em um ambiente favorável (RIDDLE et al., 1997). 

 

Figura 2 – Ciclo de vida de C. elegans 

 

Fonte: Adaptado de Worm Atlas. Disponível em: 

<https://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/IMAGES/introfig6leg.htm>. Acesso 

em: 2 agost. 2023.  

O hermafrodita adulto é anatomicamente simples com 959 células somáticas que 

formam diferentes tecidos (SULSTON et al., 1983), seu genoma é composto por 

aproximadamente 20.000 genes (MITANI, 2017) e suas vias metabólicas e biossintéticas são 

altamente conservadas em comparação com os mamíferos (RIDDLE et al., 1997; NASS; 

BLAKELY, 2003). Aproximadamente 60-80% dos genes humanos tem ortólogos no 

genoma de C. elegans (KALETTA; HENGARTNER, 2006). Através da utilização de 

construções transgênicas, também é possível estudar os mecanismos envolvidos na 

neurotoxicidade de diferentes doenças humanas que não possuem um gene ortólogo em C. 

elegans.  
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C. elegans possui um sistema nervoso simples com 302 neurônios (WHITE et al., 

1986) além de um sistema de neurotransmissores conservado, como o colinérgico, 

dopaminérgico, glutamatérgico, gabaérgico e serotoninérgico (RIDDLE, 1997). Além disso, 

animais knockouts e mutantes genéticos podem ser gerados e estão disponíveis para a 

pesquisa (FIRE et al., 1998), como estirpes expressando diferentes comprimentos de poliQ 

ligada a YFP (do inglês yellow fluorescent protein) ou GFP (do inglês green fluorescent 

protein) expressas nos músculos dos vermes (MORLEY et al., 2002) ou neurônios 

(BRIGNULL et al., 2006). Além disso, através da estirpe HA759 podemos observar a 

fluorescência GFP como um marcador de sobrevivência de neurônios ASH (CHEN et al., 

2015). C elegans é, portanto um modelo altamente sensível para realizar estudos 

relacionados à neurodegeneração. 

Através da translucidez do corpo de C. elegans é possível a visualização do nível 

celular por meio de técnicas não invasivas, o que torna possível a visualização das estruturas 

celulares, anatomia e de transcritos marcados com proteínas fluorescentes em tempo real. C. 

elegans é um organismo de fácil manipulação genética, através da construção de estirpes 

transgênicas com deleção ou superexpressão de genes de interesse (PRAITIS et al., 2001; 

KAYMAK et al., 2016).  

3.4.1 Caenorhabditis elegans como modelo para Doença de Huntington 

 

C. elegans é um importante modelo para a compreensão dos mecanismos moleculares 

que regulam as respostas ao estresse, doenças neurogenerativas e envelhecimento. Várias 

proteínas humanas propensas à agregação associadas a doenças neurodegenerativas são 

expressas em diversos tecidos de C. elegans para entender sobre a agregação e o dobramento 

incorreto de proteínas (DIMITRIADI; HART, 2010; LI; LE, 2013; LUBLIN; LINK, 2012). 

C. elegans possui fatores de transcrição altamente conservados que regulam a resposta à 

longevidade, estresse e homeostase proteica, elucidando seu papel na proteotoxicidade e 

neurodegeneração (DIMITRIADI; HART, 2010; LI; LE, 2013). 

Dentre os modelos de neurodegeneração existe um bem descrito em C. elegans, como 

da DH. Através da estirpe AM141, a qual contém o transgene unc-54p::Q40::YFP, o modelo 

expressa 40 repetições da poliQ nas células musculares da parede do corpo do verme e 

mostra um fenótipo agregado fluorescente ao atingir a idade adulta (NOLLEN et al., 2004). 

A estirpe AM101, contém o transgene F25B3.3p::Q40::YFP, o modelo superexpressa 40 
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repetições da poliQ pan-neuronalmente (GIDALEVITZ et al., 2006). Além disso, a estirpe 

HA759, a qual expressa Htt-Q150 (um trato de poliQ com 150 repetições derivado da 

huntingtina humana) fortemente expressa em neurônios ASH e fracamente em outros 

neurônios, levando à morte neuronal de ASH. A fluorescência GFP é utilizada como um 

indicador para a sobrevivência desses neurônios (VOISINE et al., 2007). 

Os neurônios sensoriais ASH são considerados como neurônios nociceptivos 

polimodais. A detecção de estímulos sensoriais aversivos no ambiente é uma característica 

fundamental do sistema nervoso animais, permitindo-lhes evitar substâncias químicas 

nocivas e condições perigosas. Os animais usam neurônios especializados e estruturas 

sensoriais chamadas nociceptores para detectar uma variedade de estímulos aversivos e 

dolorosos, incluindo produtos químicos tóxicos. Uma característica dos neurônios 

nociceptores é que eles são frequentemente polimodais e podem responder a muitos tipos 

diferentes de estímulos sensoriais (HILLIARD et al., 2004). C. elegans possui um par desses 

neurônios na cabeça, onde se faz necessário para evitação de repelentes químicos e voláteis 

(octanol), choque osmótico e estimulação mecânica na ponta do nariz do verme 

(BARGMANN et al, 1990 ; KAPLAN; HORVITZ, 1993; TROEMEL et al, 1997; HART et 

al, 1999; SAMBONGI et al, 1999; HILLIARD et al, 2002 ). 

Muitas vias conservadas entre mamíferos e C. elegans estão envolvidas na patogenia 

da DH, entre elas podemos citar o fator de transcrição DAF-16 (um homólogo de C. elegans 

do Forkhead box (FOXO) de mamíferos), o fator de transcrição de choque térmico HSF-1 e 

as proteínas de choque térmico (HSPs). Nollen e colaboradores (2004) demonstraram que o 

knockdown de HSF-1 aumentou a agregação da proteína poliQ em modelos de DH em C. 

elegans. Da mesma forma, a redução de agregados proteicos pelo silenciamento de age-1 de 

maneira dependente de DAF-16, demonstrou a correlação entre as vias associadas ao 

envelhecimento e a agregação da poliQ. Também, o silenciamento de HSP-70 aumentou a 

agregação de proteínas em modelos poliQ (NOLLEN et al., 2004). A indução das HSPs é 

regulada pelos fatores de transcrição HSF-1 e DAF-16 (MORLEY; MORIMOTO, 2004; 

SEO et al., 2013). 

É sabido sobre o envolvimento das HSPs na homeostase proteica de C. elegans que 

expressam poliQ (BOASQUIVIS et al., 2018). Foi demonstrado que HSP-16.2 em particular 

desempenha um papel protetor contra poliQ (TAKEUCHI et al., 2017). Nosso grupo de 

pesquisa já demonstrou o envolvimento do extrato hidroalcoólico de Ilex paraguariensis na 

expressão dessa chaperona em modelo de C. elegans (Machado et al., 2019). Além disso, 

estudos anteriores demonstraram que DAF-16 está envolvido na formação de agregados 
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proteicos menos tóxicos (KARAGOZ; RUDIGER, 2015), por meio da ativação de genes 

antioxidantes e proteínas de choque térmico, diminuindo assim a agregação e toxicidade da 

poliQ (ZECIC; BRAECKMAN, 2020). Sob estresse, a proteína DAF-16 é fosforilada e 

ativada e se acumula no núcleo, ativando assim sua própria função para regular genes-alvo a 

jusante, como a SOD-3 que desempenha um papel importante no estresse e envelhecimento 

(CHIRUMBOLO, 2010). Análises genéticas demonstraram que DAF-16 é um importante 

ativador transcricional de um subcojunto de chaperonas, como a HSP 16.2. A HSP 16.2 é 

uma chaperona protetora contra modelos de poliQ, pois pode promover o 

dobramento/redobramento de proteínas na conformação adequada e pode restaurar as 

proteínas previamente agregadas (KIM; KIM; LEE, 2016). 

3.4.2 Caenorhabditis elegans e metais 

 

O desbalanço da homeostase de metais ocorre quando os níveis de metais aumentam 

ou diminuem além dos limites normais. Devido a sua importância, os metais traços 

desempenham papeis vitais em processos bioquímicos e neurais. Quando em homeostase, os 

metais facilitam a função cerebral normal, protegendo contra EROs, regulando a expressão 

gênica e ativando enzimas. O desequilíbrio na homeostase leva a danos celulares induzidos 

pela formação de EROs e danos oxidativos (GROCHOWSKI et al., 2019). 

Uma enorme vantagem de utilizar o C. elegans como modelo de exposições a metais e 

neurotoxicidade é a simplicidade de seu sistema nervoso, que possui 302 neurônios e cerca 

de 5.000 sinapses (WHITE et al., 1986). Apesar da simplicidade, C. elegans possui um 

sistema nervoso completo, com 4 classes funcionais de neurônios com base em seus 

circuitos: 1: neurônios motores, transmitem sinais sinápticos as células musculares; 2: 

neurônios sensoriais, convertem sinais ambientais em estímulos internos; 3: interneurônios, 

recebem e transmitem sinais entre os neurônios; 4: neurônios polimodais, possuem duas ou 

mais das funções citadas acima (CHEN et al., 2013). 

O papel de C. elegans como um biossensor para avaliação de riscos ambientais 

causados por metais vem sendo explorado por biomarcadores, como GSH, metalotioneína 

(MT), HSPs e transportadores envolvidos na desintoxicação de metais. Desta maneira, o C. 

elegans demonstra ser um modelo importante para pesquisas toxicológicas 

(BEYERSMANN; HARTWING, 2008). 
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C. elegans possui proteínas ortólogas altamente conservadas envolvidas no 

metabolismo de metais, como o transportador de metal bivalente 1 (DMT-1), que possui 2 

genes de metalotioneína (mtl-1e mtl-2), onde demonstram um papel essencial na proteção 

contra a toxicidade de metais. Os dois genes tem funções diferentes, onde mtl-1 é expresso 

constitutivamente no bulbo faríngeo na ausência de exposições a metais, portanto, pode 

atuar como sensor de metais. A expressão de mtl-1 e mtl-2 é aumentada na região do 

intestino após a exposição ao metal. Ambas as isoformas tem preferência por ligação de 

metais, o mtl-1 para Zn (II) e mtl-2 para Cd (II) (ZEITOUN et al, 2010). Em relação ao 

metabolismo do ferro, C. elegans possui ferritina (FTN-1 e FTN-2) e transportador de ferro 

(FPN-1.1, FPN-1.2 e FPN-1.3) (ANDERSON; LEIBOLD, 2014). 
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4. DESENVOLVIMENTO 

 

O desenvolvimento que faz parte desta tese está apresentado sob a forma de dois artigos 

científicos. Os itens Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e 

Referências Bibliográficas, encontram-se nos próprios artigos. 

O artigo 1 foi publicado na revista Nutritional Neuroscience e encontra-se no formato da 

mesma. 

O artigo 2 foi publicado na revista NeuroToxicology e encontra-se no formato da mesma. 
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4.2.1 Supplementary material 

 

 

                  
 

 

Figure S1. Effect of metals in mean length of (A) N2, (B) AM141, (C) AM101, and (D) 

HA759 worms exposed in agar plates from L1 stage until young adult. Analysis was 

conducted on young adult animals. Data are representative of three independent experiments 

performed in triplicate. Results are represented as means ± S.E.M *p<0.05 compared to 

control (One-way ANOVA followed by Dunnett's post-hoc test).  
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Figure S2.  Effect of metals in mean width of (A) N2, (B) AM141, (C) AM101, and (D) 

HA759 worms exposed in agar plates from L1 stage until young adult. Analysis was 

conducted on young adult animals. Data are representative of three independent experiments 

performed in triplicate. Results are represented as means ± S.E.M *p<0.05 compared to 

control (One-way ANOVA followed by Dunnett's post-hoc test).  
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Figure S3. Effect of metals exposure in track length of worms exposed in agar plates from the 

L1 stage until young adult. Analysis was performed on young adult animals. (A) N2, (B) 

AM141, (C) AM101 and (D) HA759 strains. Data are representative of three independent 

experiments performed in triplicate. Results are represented as means ± S.E.M *p<0.05 

compared to control (One-way ANOVA followed by Dunnett's post-hoc test). 
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Figure S4. Effect of metals exposure in speed of worms exposed in agar plates from the L1 

stage until young adult. Analysis was performed on young adult animals. (A) N2, (B) AM141, 

(C) AM101 and (D) HA759 strains. Data are representative of three independent experiments 

performed in triplicate. Results are represented as means ± S.E.M *p<0.05 compared to 

control (One-way ANOVA followed by Dunnett's post-hoc test). 

5. DISCUSSÃO 

 

Os resultados desta tese trazem elucidações sobre a relação entre a toxicidade dos 

metais cobre e zinco em combinação e a progressão da DH, além do papel neuroprotetor da 

rutina e seu potencial papel como quelante de metais. Sabendo que existem mecanismos em 

comum entre a patogenia da DH e a neurotoxicidade causada por metais, como o estresse 

oxidativo (BONO-YAGUE et al., 2020), e também baseado nas evidências de que a rutina 

confere atividade antioxidante (ENOGIERU et al., 2018) e efeitos neuroprotetores 

(CORDEIRO et al., 2020), buscamos avaliar os efeitos neuroprotetores da rutina no modelo 

de DH em C. elegans após a exposição crônica dos metais cobre e zinco. Nesta sessão serão 

discutidos de maneira geral os resultados de maior relevância a cada trabalho, estabelecendo 

as possíveis relações entre eles. 

No primeiro estudo da tese, investigamos o efeito da rutina em um modelo de DH em 

C. elegans com foco nos neurônios ASH e na defesa antioxidante. Foram avaliados ensaios 

comportamentais relacionados aos neurônios ASH, agregados poliQ neuronais, avaliação da 

neurodegeneração, além de níveis de expressão da HSP 16.2 e a enzima antioxidande SOD-3. 

Os neurônios ASH são responsáveis pelo controle da resposta aos estímulos sensoriais, 

importante para a manutenção da vida do animal, devido ao comportamento de 

forrageamento. A detecção dos estímulos aversivos no ambiente é uma característica 

fundamental do sistema nervoso animal, permitindo-lhe evitar substâncias químicas nocivas e 

condições adversas. Os animais usam neurônios especializados e estruturas sensoriais 

chamadas nociceptores para detectar uma ampla variedade de estímulos aversivos, incluindo 

produtos tóxicos. Uma característica dos neurônios nociceptores é que eles são polimodais e 

podem responder a diferentes tipos de estímulos sensoriais, análogos aos neurônios 

nociceptivos polimodais sensíveis a dor em vertebrados. Além de estarem envolvidos em 

comportamentos mecanorreceptores, como o movimento, os neurônios ASH também 

modulam comportamentos mecanossensoriais, como resposta ao toque e resposta a odores 

(como o 1-octanol) (HILLIARD et al., 2005). 
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O tratamento de animais com rutina nas estirpes mutantes demonstrou que a rutina foi 

capaz de manter o funcionamento dos neurônios ASH, observada em comportamentos como o 

ensaio de resposta ao toque e a latência da resposta ao odorante octanol. Semelhante ao 

envelhecimento neuronal humano, o envelhecimento do sistema nervoso de C. elegans sofre 

mudanças significativas na integridade sináptica e na citoarquitetura neuronal com o avanço 

da idade (BÉNARD et al., 2012). Pesquisadores demonstraram que a expressão da Htt 

humana com 150 repetições da poliQ em C. elegans faz com que os neurônios sensoriais ASH 

envelhecidos mudem sua morfologia e aumentem de duas a três vezes seu tamanho normal, 

em alguns casos, conteúdos intracelulares são perdidos. Além disso, esses animais também 

exibem déficits severos na resposta ao toque (MIYASAKA et al., 2005). Ademais, estudos 

sugerem que a capacidade dos neurônios de funcionar adequadamente se correlaciona com o 

envelhecimento neuronal saudável (CHEW et al., 2013). Corroborando com nossos dados, a 

rutina também demonstrou efeito positivo ao proteger a morfologia neuronal dos oligômeros 

tóxicos da tau em um modelo de camundongo com DA (SUN et al., 2021).  

Como mencionado anteriormente, os neurônios ASH também são conhecidos por 

modular comportamentos de mecanorreceptores, como o movimento (EZAK; FERKEY, 

2010). A estirpe mutante AM141 tem sido usada para modelar aspectos da toxicidade da 

poliQ, uma vez que comprimentos variados de poliQ são expressos em células musculares do 

verme (MORLEY et al., 2002). A maioria das proteínas relacionadas a doenças são propensas 

à agregação e tendem a se unir em espécies agregadas que podem ser facilmente visualizadas 

no animal. Quando a proteína é expressa nas células musculares, a toxicidade dessas proteínas 

geralmente resulta em dano tecidual e subsequentemente paralisia ou movimento 

descoordenado (CHEN et al., 2015). Além disso, Gatrell e colaboradores (2020) 

demonstraram que a presença da poliQ nas células musculares reduz o movimento em C. 

elegans (GATRELL et al., 2020). Em nosso estudo, a rutina claramente demonstrou melhorar 

tarefas comportamentais.  

O modelo de expressão da poliQ de forma pan-neuronal em C. elegans permite a 

investigação simultânea da patogênese da poliQ no nível de neurônios individuais, além do 

efeito no comportamento de um animal vivo.  Brignull e colaboradores (2020) demonstraram 

que em neurônios específicos, a proteína (Q40) forma agregados e causa diversos defeitos 

comportamentais (BRIGNULL et al., 2020). O tratamento com rutina nas concentrações 

testadas foi capaz de diminuir os agregados poliQ neuronais. A literatura mostra que outros 

compostos polifenólicos também foram capazes de atenuar a agregação proteica. A 

epigalocatequina (EGCG) um polifenol presente no chá verde demonstrou modular o 
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dobramento incorreto das proteínas poliQ expandidas in vitro (EHRNHOEFER et al., 2006), 

além de suprimir a formação de agregados poliQ no modelo SCA3 (ataxia espinocerebelar do 

tipo III) em C. elegans (BONANOMI et al., 2014). A curcumina demonstrou inibir a α-

sinucleína (DAVID et al., 2005) e a proteina Htt (ONO et al., 2004), além de ativar 

chaperonas moleculares em modelos de doenças de agregação da poliQ (FRAUTSCHY; 

COLE, 2010; ONO et al., 2004). 

As terminações sensoriais dos neurônios ASH são expostas ao ambiente, também 

chamados de neurônios sensoriais ambientalmente expostos, o que permite a utilização de 

corantes lipofílicos, como o 1,1′-Dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethyl-indocarbocyanin-

perchlorat (DiD) (CHALFIE; SULSTON, 1981). Esse composto fluorescente é captado 

pelas terminações sensoriais, sendo que os neurônios que falham em absorver o corante 

estão ausentes ou tem defeitos nas terminações sensoriais. O corante DiD cora os neurônios 

que expressam OSM-10 (envolvido na via de sinalização osmossensorial), e de forma mais 

fraca outras classes de neurônios (FABER et al., 1999). Evidenciamos que a rutina foi capaz 

de atenuar a degeneração dessas terminações sensoriais. Nossos estudos anteriores já 

demonstraram o efeito da rutina como neuroprotetor reduzindo a morte neuronal mediada 

por poliQ em neurônios ASH (CORDEIRO et al., 2020). Além disso, estudos demonstraram 

que a suplementação com rutina atenuou a neurotoxicidade induzida por colistina em 

modelo de mamíferos, considerando que os prováveis mecanismos subjacentes estão 

associados aos efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e anti-apoptóticos da rutina nos 

tecidos cerebrais (ÇELIK et al., 2020). 

O estresse oxidativo tem um papel importante na patogênese das doenças 

neurodegenerativas, pois o excesso de EROs pode causar peroxidação lipídica da 

membrana, desnaturação proteica, danos aos ácidos nucleicos e pode alterar a função 

neuronal e prejudicar o sistema nervoso (BENZER et al., 2018; DAI et al., 2015; JIANG; 

LI, 2014). Estudos apoiam a relação entre o estresse oxidativo e a DH (ROTBLAT et al., 

2014; JOHRI; BEAL, 2012; CHEN et al., 2007), propondo que o estresse oxidativo elevado 

seja um mecanismo nos estágios finais da patogênese da DH (JOHRI; BEAL, 2012). Assim, 

compostos naturais com efeito antioxidante são levados em consideração para atenuar 

eventos decorrentes da patologia. Foi relatado que a estrutura química da rutina pode 

eliminar diretamente EROs (HANASAKI; FUKUI, 1994), além isso, as enzimas 

antioxidantes como a SOD são a primeira linha de defesa contra agentes tóxicos, 

metabolizando-os em subprodutos inócuos (RODRIGUEZ et al., 2004). 
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A resposta ao estresse oxidativo em C. elegans é regulada por diferentes vias, como 

a tipo insulina/IGF-1 (IIS). A IIS controla processos biológicos, incluindo metabolismo, 

desenvolvimento, reprodução e resistência ao estresse. Peptídeos semelhantes à insulina se 

ligam ao DAF-2, ortólogo do receptor de insulina/IGF-1 em C. elegans (KIMURA et al., 

1997), ativando sua atividade de tirosina quinase. Essa ativação desencadeia uma cascata de 

eventos de fosforilação através de diferentes quinases (AGE-1, PDK-1 e AKT-1/2) que 

promovem o sequestro citoplasmático dependentes de fosforilação dos fatores DAF-

16/FOXO, SKN-1 e HSF-1, impedindo sua atividade transcricional (OGG et al., 1997). De 

outra forma, a perda de sinalização resulta em fenótipos citoprotetores resistentes ao 

estresse oxidativo (MOHRI-SHIOMI; GARSIN, 2008). A ativação de DAF-16 aumenta a 

expressão de diferentes genes envolvidos na resposta antioxidante, incluindo a SOD-3 e 

proteínas de choque térmico como a HSP 16.2 (HASSAN et al., 2009). Nossos resultados 

demonstram que ambas as expressões foram significativamente reguladas pela rutina, 

confirmando seu papel antioxidante. Corroborando com nossos achados, outros flavonoides 

também modulam as expressões como o EGCG (ZHANG et al., 2009), miricetina, 

kaempferol e quercetina (GRUNZ et al., 2012). 

Tomados em conjunto, os resultados do primeiro artigo indicam que a rutina possui 

efeito neuroprotetor mantendo as funções dos neurônios ASH, além de diminuir a 

degeneração das terminações sensoriais. É proposto então que a rutina aja em um 

mecanismo que envolve sua função antioxidante relacionada à expressão de enzimas 

antioxidantes e chaperonas que regulam a proteostase. Tendo em vista esses efeitos, no 

segundo artigo da tese procuramos investigar o papel da exposição aos metais cobre e zinco 

na progressão da DH, além de avaliar os efeitos neuroprotetores da rutina na 

neurodegeneração induzida por esses toxicantes. É sabido que níveis excessivos de metais 

se acumulam no cérebro podendo causar uma variedade de eventos intracelulares deletérios, 

incluindo dobramento incorreto de proteínas e estresse oxidativo (WRIGHT; 

BACCARELLI, 2007). Esses efeitos podem alterar a neurotransmissão e causar 

neurodegeneração que pode se manifestar de diferentes maneiras, com problemas 

cognitivos, disfunção de aprendizado e memória e distúrbios do movimento. Atualmente, a 

neurotoxicidade induzida por metais vem sendo associada a diferentes doenças 

neurológicas, incluindo a DH (DESAI; KALER, 2008).  

A toxicidade dos metais vem sendo estudada, porém, as pesquisas se concentram em 

um contaminante de forma isolada enquanto no ambiente estamos expostos a misturas. Em 

nosso estudo, demonstramos que mesmo em concentrações permitidas pelo CONAMA para 
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solos residenciais, a mistura de metais foi tóxica aos C. elegans, afetando parâmetros 

corporais e locomotores, além de atrasar o desenvolvimento larval. As legislações atuais em 

todo o mundo para exposições a metais consideram níveis de substâncias tóxicas de forma 

isolada, ao invés de seus possíveis efeitos interativos, tendo em vista que cada metal pode 

afetar diferentes vias metabólicas, os efeitos interativos dos metais em misturas podem ser 

aditivos, sinérgicos ou antagônicos, levando a uma resposta tóxica diferente. Um parâmetro 

que deveria ser sempre considerado na estimativa da toxicidade de misturas de metais é o 

modo de ação do metal (BALISTRIERI; MEBANE, 2014). O modo de ação basicamente é a 

resposta produzida no organismo exposto a um tóxico ou as características do mecanismo 

necessário para a produção da resposta biológica (BORGERT et al., 2004). O modo de ação 

nem sempre é aplicado em previsões da toxicidade de misturas tóxicas na avaliação do 

risco. Além disso, muitas análises são consideradas apenas para exposição aguda. 

Devido à toxicidade apresentada pela mistura de metais, analisamos comportamentos 

específicos para avaliar o efeito dos metais em neurônios individuais. Nossos dados 

demonstraram que a mistura de metais aumentou o tempo de latência em resposta ao 1-

octanol em animais HtnQ150 com superexpressão especificamente nos neurônios ASH. 

Ademais, demonstramos que a mistura de metais além de afetar neurônios ASH também 

afeta neurônios receptores de toque. Seis neurônios receptores de toque são sensíveis ao 

toque suave (CHALFIE; SULSTON, 1981), dois pares estão localizados anteriormente á 

vulva (ALML e ALMR) e na cauda (PLML e PLMR), um terceiro par (AVM e PVM) 

encontra-se no meio anterior e posterior do verme (SULSTON; HORVITZ, 1997). O 

complexo de canais mecanorreceptores contêm proteínas necessárias para transduzir o 

estímulo do toque, as principais subunidades são codificadas pelos genes mec-4 e mec-10. 

Os neurônios receptores de toque respondem aos estímulos em qualquer lugar ao longo de 

seus processos. Além disso, mec-4 está presente ao longo dos processos de neurônios 

receptores de toque (CHERLUR et al., 2002). Dessa maneira, sugerimos que a mistura de 

metais afeta a mecanossensação de toque em C. elegans.  

Já é conhecido o fato de que as proteínas são os principais alvos dos metais. Os 

metais podem interferir na atividade biológica das proteínas nativas dobradas através de 

diferentes modos de interação, como: ligar-se a tióis livres ou outros grupos funcionais em 

proteínas; deslocar íons metálicos essenciais em metaloproteínas ou ainda catalisar a 

oxidação das cadeias laterais de aminoácidos (WYSOCKI; TAMÁS, 2010; SHARMA; 

GOLOUBINOFF; CHRISTEN, 2011; JACOBSON et al., 2012).  Pesquisas demonstraram 

que metais pesados inibem o redobramento de proteínas quimicamente desnaturadas in 
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vitro, interferindo no enovelamento de proteínas in vivo e causando a agregação de 

proteínas nascentes em células vivas (HOLLAND et al., 2007). Ao interferir no dobramento 

de proteínas nascentes ou não nativas, os metais afetam a homeostase de proteínas. Além 

disso, os metais podem aumentar a propensão de agregação de proteínas associadas a 

doenças e possivelmente promover a progressão de patologias neurodegenerativas 

(BREYDO; UVERSKY, 2011). Em nosso trabalho, demonstramos que a mistura de metais 

causou um aumento nos agregados proteicos musculares, além disso, Zn e Cu causaram um 

aumento nos agregados neuronais, reforçando a literatura atual onde está cada vez mais 

claro que os metais afetam a homeostase de proteínas, esse mecanismo de toxicidade resulta 

na formação e acumulação de agregados proteicos tóxicos (TAMÁS et al., 2014). Da 

mesma forma, demonstramos que o tratamento com a rutina foi capaz de diminuir os 

agregados neuronais, confirmando seu papel neuroprotetor.  

O acúmulo de Cu em cérebros de pacientes com DH pode levar à interação com 

locais de ligação de baixa afinidade em várias biomoléculas. Interações aberrantes de Cu-

proteína foram relacionadas na patogênese da DA e PD (HUANG et al., 1999; 

VALENTINE; HART, 2003). O Cu pode alterar a conformação, atividade redox e/ou 

agregação da mHtt. Isso é semelhante à interação da β-amilóide com o Cu, que induz a 

oligomerização da β-amilóide onde se acredita contribuir para a patogênese da DA 

(HUANG et al., 1999). A recaptação de Zn nos neurônios ainda não é bem compreendida, 

mas sabe-se que a recaptação desbalanceada pode levar, por exemplo, ao acúmulo 

extracelular que interfere no comportamento do receptor NMDA e pode gerar agregação da 

β-amilóide (BARNHAM; BUSH, 2014). 

Como mencionado anteriormente, neurônios anfídeos (neurônios gustativos e 

olfativos localizados na cabeça de C. elegans) podem absorver corantes lipofílicos 

(HEDGECOK et al., 1985), esses corantes podem marcar todas as partes do neurônio. Sabe-

se que a neurodegeneração se correlaciona com o comprimento da poliQ e é detectada pela 

falha do neurônio em absorver o corante (Faber et al., 1999). Em nossos resultados, 

demonstramos defeito no preenchimento do corante após a exposição à mistura de metais, 

caracterizado neurodegeneração. A interação Cu/Zn é uma associação conhecida, pode 

promover a agregação de β-amilóide e a formação de placas, além de estar envolvido no 

estresse oxidativo, outro mecanismo que leva à neurodegeneração e à demência (NÚNEZ et 

al., 2012). Além disso, corroborando com nossos dados anteriores, onde demonstramos o 

papel neuroprotetor da rutina, aqui ela foi capaz de diminuir o processo neurodegenerativo 

em todas as concentrações testadas após a exposição aos metais.  
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Compreende-se que a homeostase de metais seja um processo vital, visto que o 

desbalanço de um único metal resultará no desequilíbrio de outros metais (PFALZER et al., 

2022). Além disso, o desequilíbrio nas concentrações de metais é uma característica das 

doenças neurodegenerativas, ocasionando distribuições desequilibradas de alguns metais no 

cérebro, por outro lado, quantidades significativas se acumulam em áreas específicas e 

levam à deficiência de metais em outras (LOPES DE ANDRADE; SANTOS; ASCHNER, 

2021). Em nosso estudo, a exposição à mistura de cobre e zinco resultou no aumento dos 

níveis de ferro (Fe) e Zn, enquanto na estirpe mutante (HtnQ150 superexpressa nos 

neurônios ASH) a exposição ao Zn levou ao aumento nos níveis de Fe. A literatura atual 

sobre as interações entre Zn e Cu com Fe ainda não é bem descrita (ESPINOZA et al., 

2012). A interação entre a absorção de Fe, Zn e Cu é sugerida através da ligação 

competitiva com o transportador DMT1 (GUNSHIN et al., 1997). Cu, Zn e Fe são metais 

essenciais que demonstram interações e possíveis inibições competitivas de 

biodisponibilidade e transporte (REINSTEIN et al., 1984; BREWER et al., 19985). 

Arredondo e colaboradores (2006) demonstraram que a incubação de células Caco-2 

(linhagem celular do epitélio intestinal) com Cu, Fe ou Zn afeta o metabolismo do Fe. Fe, 

Cu e Zn afetaram a absorção um do outro no modelo de epitélio intestinal. Interações 

inibitórias entre esses metais podem surgir quando são administradas doses altas de um 

único metal ou quando o fornecimento é uma mistura de metais (ARREDONDO et al., 

2006).  

Avaliando os resultados obtidos em ambos os trabalhos, inferimos que a rutina exibe 

efeitos neuroprotetores ao mitigar a neurodegeneração e o número de agregados proteicos 

neuronais, além de manter a funcionabilidade dos neurônios ASH. Propomos que ela atua 

de maneira antioxidante ao aumentar a expressão de enzimas antioxidantes e chaperonas 

que regulam a proteostase e também como quelante de metais. Pesquisadores confirmaram 

que flavonoides podem se comportar como antioxidantes devido as suas propriedades 

quelantes. Kostyuk e colaboradores (2001) demonstraram que os complexos de rutina e 

epicatequina com ferro (II), ferro (III), cobre (II) e zinco (II) são mais eficazes na 

eliminação de radicais livres do que os flavonoides livres (KOSTYUK et al., 2001). Outro 

estudo, Prakash e colaboradores (2020) demonstraram que a formação de quelato é o 

resultado da interação da rutina com íons metálicos. A quelação de metais pode ser 

fundamental na prevenção da geração de radicais livres, sendo observada que as interações 

entre os flavonoides e íons de metais de transição formam complexos que impedem a 
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participação de íons metálicos em processos de geração de radicais, demonstrando assim um 

comportamento antioxidante (PRAKASH et al., 2020).  

Até o momento, estudos sobre o efeito das misturas de metais em baixas 

concentrações em longo prazo ainda são escassos. Pela primeira vez, demonstramos que 

mesmo em concentrações abaixo do que é permitido pelo Conselho Nacional do Meio 

Ambiente há efeitos neurotóxicos em C. elegans provocados pela mistura de cobre e zinco 

após exposição crônica. Apesar da melhor compreensão das exposições a metais, a 

legislação ainda se baseia principalmente na avaliação de metais individuais, excluindo 

possíveis interações. Sendo assim, através desse trabalho foi possível delinear pontos 

importantes sobre a toxicidade da mistura de cobre e zinco de forma crônica (i) 

envolvimento dos metais na progressão da DH, através do aumento de agregados proteicos e 

neurodegeneração, (ii) sugerir a revisão das diretrizes sobre as concentrações ditas seguras 

de metais em solos residenciais. 

6. CONCLUSÃO 

 

Podemos concluir que este trabalho endossa evidências do papel neuroprotetor da rutina 

contra a toxicidade da huntingtina mutante. Em linhas gerais, nos modelos de DH em C. 

elegans propostos, a molécula atua por meio de seu potencial antioxidante, indução de 

enzimas antioxidantes e de chaperonas, além do seu papel importante na atenuação da 

degeneração das terminações sensoriais nos neurônios ASH. Ademais, demonstramos a 

relação entre a exposição crônica a cobre e zinco em baixas concentrações e a progressão da 

toxicidade da poliglutamina, e o efeito neuroprotetor da rutina. Pela primeira vez, é 

demonstrado que a exposição a uma mistura desses metais mesmo em concentrações abaixo 

das permitidas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente alteram parâmetros toxicológicos 

importantes. Isso reforça a necessidade do estudo dos efeitos neurotóxicos dos metais pesados 

de maneira crônica e em concentrações subletais e a revisão de legislações internacionais. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

A partir dos resultados obtidos nesta tese, as perspectivas para trabalhos futuros são: 

 

 Quantificar a rutina e quercetina em C. elegans por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC); 

 Elucidar as interações entre os metais ferro, zinco e cobre;  

 Delinear os mecanismos específicos pelos quais os metais alteram a homeostase, a fim 

de compreender os processos patológicos da Doença de Huntington; 
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