INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MODELOS DE AVALIACAO DE NEUROTOXICIDADE

Trabalho submetido por
Raquel Leal Gameiro
para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Fevereiro de 2016



INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MODELOS DE AVALIACAO DE NEUROTOXICIDADE

Trabalho submetido por
Raquel Leal Gameiro
para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Prof. Doutor Alvaro Lopes

Fevereiro de 2016



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade



Dedicatoria

Dedicatoria

Aos meus pais, por sempre acreditarem em mim, pelo apoio incondicional, amizade,

forca, motivagdo e carinho. O meu eterno agradecimento



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade



Agradecimentos

Agradecimentos

Primeiramente quero agradecer a ajuda e cooperagdo do meu orientador, ao
Professor Doutor Alvaro Lopes pela paciéncia, pelo conhecimento que me transmitiu e
ajuda prestada.

Ao Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz ¢ a todo o seu corpo
docente e ndo docente, por me ter acolhido ao longo destes anos. Um muito obrigado
pela forma amavel, aberta e atenciosa com que fui recebida nas respetivas instalagoes.
A todos os professores que estiveram envolvidos na parte letiva deste mestrado, pelos
seus ensinamentos, € por todo o auxilio € compreensao, 0 meu muito obrigado.

Agradego aos meus pais, a0 meu irmao por todo o apoio € motivagdo que me deram
ao longo de toda a minha vida pessoal e desta jornada académica, sem os quais tudo
isto ndo teria sido possivel.

A todos os meus amigos e colegas de curso, pelos momentos de amizade, diversao e
cumplicidade vividos durante o meu percurso académico que jamais esquecerei.

Um muito obrigado ao Coro Académico Egas Moniz por me oferecer momentos
onde a boa disposicdo e a musica ajudaram a que todo o trabalho arduo ficasse mais
harmonioso.

Nao posso deixar de agradecer a toda a equipa da Farmacia Cunha Pinheiro, por
toda a atencdo, disponibilidade e orientagdo que me proporcionaram, assim como aos

Servigos Farmacéuticos do Centro Hospitalar de Setubal.

A Todos o meu sincero e grande Obrigado!



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade



Resumo

Resumo

A Neurotoxicologia ¢ uma das areas de especializacdo da Toxicologia orientada

para o estudo dos efeitos de substancias toxicas no sistema nervoso.

Destaca-se por ser uma ciéncia que se ocupa em analisar 0os riscos quimicos
ambientais aos quais o Homem estd exposto de forma significativa, os efeitos que
possam resultar do desenvolvimento de novos farmacos assim como na analise de

potenciais outros compostos que se revelem passiveis de gerar um efeito neurotoxico.

As areas de maior énfase na investigacdo e de interesse no ambito da
Neurotoxicologia,  incluem  neuropatologia, neurofisiologia, = neuroquimica,
neurofarmacologia, neurologia, toxicologia comportamental, neurotoxicologia do
desenvolvimento, psiquiatria, epidemiologia, psicologia, avaliacdo de risco e questdes
regulatorias.

O comportamento consiste num conjunto global das reagdes externamente
observaveis de um sujeito a acdo de um estimulo do mundo exterior, constituindo
assim o meio primario pelo qual um dado organismo interage com o seu ambiente,

sendo por isso uma chave fundamental e emergente na avaliacdo da neurotoxicidade.

Esta area da investigacdo € uma area em constante mudanca e sempre em expansao

com um permanente recurso a novos e otimizados modelos de avaliacao.

A presente monografia propde-se fazer uma abordagem das -caracteristicas
principais deste ramo das neurociéncias e da toxicologia, dos mecanismos de acdo e
sobretudo de alguns dos principais modelos de avaliagdo de efeitos, através de ensaios

in vivo € in vitro.

Palavras-chave

Toxicologia; Neurotoxicologia; Substancias neurotoxicas; Modelos de Avaliagao.
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Abstract

Abstract

The Neurotoxicology is one of the areas of specialization of the Toxicology guided

for the study of the effects of toxic substances in the nervous system.

It stands out for being a science that is in charge of analyzing the environmental
chemical risks to which humans are exposed in a significant way, the effects that can
result of the development of new drugs as well as in the analysis of potentials others

compounds that are revealed susceptible to generate an neurotoxic effect.

The areas of larger emphasis in the investigation and of interest in the extent of
Neurotoxicology include neuropathology, neurophysiology, neurochemical,
neuropharmacology, neurology, toxicology behavioral, developmental
neurotoxicology, psychiatry, epidemiology, psychology, risk assessment and
regulatory issues.

The behavior is a global set of externally observable reactions of a subject to the
action of a stimulus from the outside world, thus constituting the primary means by
which an organism interacts with its environment, so it is a fundamental and emerging

key in evaluating neurotoxicity.

This area of research is an area of constant change and ever expanding with a

permanent resource for new and optimized evaluation models.

This dissertation proposes to make an approach to the main features of this branch
of neuroscience and toxicology, mechanisms of action and especially some of the main

models for evaluating effects, through in vivo and in vitro assays

Keywords

Toxicology; Neurotoxicology; Neurotoxin substances; Evaluation Models.



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade

10



Indice Geral

Indice Geral

L INEOAUGAOD .eveeeiiiiieeieeee e e e e e e e 17
II.  SubsStancias NEUrOTOXICAS. ...ccouuterrurieiririeeiiiieeniiiee ettt e sieeesieeesieeesieeeenaaeeenns 19
1. Classificagdo de Agentes TOXICOS.....ccourrierriuirieeeriiieeeeeirieeeesirieeeesereeeens 20
III.  NEUrotOXICOIOZIA ....eveiiiiiiieiiiiiieeeeiieee ettt et eir e e et e e e e eabeaeeeneneas 21
1. Tipos de INtOXICAGAD ..eeeeruvrrireeriiiiieeeiiiieeeeeiiieeeeeitee e e e e e e esebaeeeeeeraeeeas 22

2. Avaliagdo NeurotoXIiCOIOZICA. ......cevrrurriiiiiieeeeeeeiiiiieeee e e e eeiireeee e e e 23

3. Grandes Acidentes TOXICOS ...couuvererriiiieeiiiiiieeeiiieee et ee et eieee s 25
IV. Fisiopatologia Téxica do Sistema Nervoso.........ceeeeeeeereciiiiiiieeeeeeenniiiineeeen. 26
1. Mecanismos das NeUrotOXINas .........cccueeeerriereeemniieeeenniiieeeeniiieeeeniieeens 26
1.1. Alteragdes nos mecanismos bioquimiCOoS .........uvvveeeeeeeeereivnirieeeeeeennn. 27

1.2. Perfis de lesdo de neurotoxicidade...........ccoovueieiiiniiiiiiiniiiiiennieee, 28

1.3. Lesoes/ agressoes no Sistema Nervoso Central e Periférico .............. 29

V. Modelos de Avaliagao de Neurotoxicidade .......................c L. 32
1.  Objetivo dos modelos de avaliagao ..........cceeeeuviiiiiiieeeeeeieiiiieeee e, 32

2. Importancia do estudo dos modelos de avaliagdao de neurotoxicidade....... 32

3. Exemplos de modelos de avaliagdo de neurotoxicidade ...............ccceuuneee. 34
3.1. Modelos de avaliacao de atividade motora e sensorial~ .................... 34
3.1.1. Modelo de Forga de Preensao ...................c.cccco 34

3.2. Modelos de Avaliagdo de Aprendizagem e Memoria......................... 35
3.2.1. Modelo de Esquiva Passiva..........cccccceeeeeiiciiiiiiiieieeeeeciiiieeeee e 35

3.2.2. Modelo do Labirinto de Agua de MOITIS ..........c.ceeuemeeeeeennnnn. 36

3.2.3. Modelo de Alternancia Espontanea............ccccccevveeeeeencciniieneeeennn. 37

4. Modelo do Labirinto de Agua de Morris aplicado a Doenga de Alzheimer37
4.1. Doenca de Alzheimer € seus Sintomas..........cccvveeeeeeeeeeeecininieeeeeeennn. 37

4.2. Avaliagao in vivo do Acido Valproico na memoria usando ratos

ETANSZEIICOS .unttiieeeeiiiieeeeiteeee e ettt e e e ettt e e e ettt eeeeanateeeeeeatsteeeaansseeeeenntaeeeeennnnes 39
4.2.1. Preparag@o do Modelo ..........ccceeiiiiiiiiiiiniiiiieie e 41
4.2.2. Procedimento do TeSte........cccceirriiiiniiiiniiiiiiiiceiieceeeeee e 41
4.2.3. Dia 1: Ensaios com Plataforma Visivel ..............ccccconiiiiinnnnnn. 43
4.2.4. Dia 1-4: Ensaios com plataforma escondida............cccccueervneennneen. 44
4.2.5. Dia 6: Numero de viagens para o 3° quadrante............ccccceeeeueneennn. 44

11



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade

4.3. Avaliagdo do Acido Valproico na memdria em ratos transgénicos in

vitro 45
4.3.1. Quantificacdo de Placas Neuriticas ...........cccceeeeuvvvveeeeeeeeeeecnnnnnnnnn. 50
5. Tetrahidrocanabinol e seus Défices COZNItiVOS........cccuvvveeernrireeerniiereenns 52
6.  Novos modelos de Avaliagdo de substancias neurotoxicas....................... 56
6.1.  Polimeros de Hidrogéis em modelos de tecidos 3D.........cccceeeennnnne. 56
6.2.  Modelos de tecidos NEUrONAILS .......c.eeeereieeriiieriieeeiiee e 58
VI CONCIUSAO ...t 61
VIL Bibliografia .....cooveiiieiiiiiiiee e e 63

12



Indice de Figuras

indice de Figuras

Figura 1: LesOes NO NEUIOIIO ... ...cceruuteriurieiriiieeniieeeeiieesieeesieeesieeesnieeessnneeennneeenns 28

Figura 2: Efeitos neurologicos e comportamentais da exposi¢ao a produtos quimicos

NEUTOTOXICOS ..envteeurteritienttt ettt et e sttt et et e sae e ettt et e sat e e bt eabeesate e sttt emteesaneenbneenaeeeanees 31
Figura 3: Estimativa de pessoas afetadas por deméncia entre 2010 e 2050 ............ 38
Figura 4: Dr. Alois AlZRETMET .......cceeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 38
Figura 5: Richard G.MOTTIS ......oooiiiiiiiiiiiiiieiic e 40
Figura 6: Labirinto de Agua de MOTITIS...............ccoovveveveereeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenas 41
Figura 7: Laténcia de €SCAPE......cccuvuiiiiiiiiiiiiieiiiiiee e 43
Figura 8: Laténcia de €SCaPe......cccovuuiiiiiiiiiiiieiiiiiceeeee e 44
Figura 9: Comprimento do caminho ............cccoooiiiiiiiiiiiiieeee 44
Figura 10: NUMETro de VIAZENS ...cccovuviiiiiiiiiiieiiiiiee ettt 44

Figura 11: Tratamento de VPA e os seus efeitos nas placas neuriticas em ratinhos
transgénicos com DA. Anticorpo monoclonal especifico Ap 4GS........cccevvveeeeeeennnns 46
Figura 12: Tratamento de VPA e os seus efeitos nas placas neuriticas em ratinhos
transgenicos COM DA ...ooiiiiii i e e e e e e e e e e s arareeeeeeeeeennnnns 48
Figura 13: Tratamento de VPA e os seus efeitos nas placas neuriticas em ratinhos
transgénicos com DA. Anticorpo MAP-2.........oviiiiiiiiiiiiiieeieeee e 49
Figura 14: Quantificacdo de Placas Neuriticas ........ccccccveeeeeeeieciniiiiieeeeeeeeeeivneenn. 50

Figura 15: Vias de sinalizagdo representativas envolvidas em atividades

neuroprotectoras e de indugdo de neurogénese de VPA ........cccooeiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 51
Figura 16: Laténcia MEdia.........cceeeiiiiiiiiiiiie et e e e e 54
Figura 17: Ensaio com Sonda ..........ccccuviiiiiiiiiiiiieeee et 55

Figura 18: Modelos de tecidos em3D para uma ampla gama de campos de
TNVESTIZACAD . ...ttteeeiiieeee et ee e e ettt e e ettt e e e abb et e e e aabb et e e e eanbteeeeennbbeeesanbeeeesennnseeeeennnnes 56

Figura 19: Modelos de tecidos em 3D .......c..oooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 57

13



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade

indice de Tabelas
Tabela 1: Efeito de agentes tOXICOS .....ueuruuiiieiriiiieeeeiiieeeeeeiieeeeerireeeeeareeeeeeeneeeeas 20
Tabela 2: Exemplos de neurotdxicos e seus efeitos .... Erro! Marcador nao definido.
Tabela 3: Forga de Preensao .........cc.uvvvveiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 34
Tabela 4: ESQUIVA PaSSIVA........cciiiiiiiiiiiiiiiec ettt e e eereae s 35
Tabela 5: Labirinto de Agua de MOITIS ...........c.ceviveeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 36
Tabela 6: Alternancia ESPONtANEa..........ccceevveriiiiiiiiiiieeieeiiiiiiicee e e eeeeiiveeeee e 37
Tabela 7: Sintomatologia da Doenga de Alzheimer............ccccvvveveeeieeiiiiiiiiiieeeeenn, 39

14



Lista de Abreviaturas

Lista de Abreviaturas

Ab — beta amiloide

Ach — Acetilcolina

ACHE — Acetilcolinesterase

APP — Proteina precursora amiloide

AP-1 — Proteina amiloide

BOF — Baterias de observagao funcional

DA — Doenga de Alzheimer

ECM — Matriz extracelular

GK3 — Quinase sintetase

HDAC — Histona desacetilase

MAP-2 — Proteina associada a microtibulos 2
NIOSH - Instituto Nacional de Seguranca Ocupacional e Satde
PDH - Piruvato desidrogenase

PS1 — Presenilina 1

PS2 — Presenilina 2

SNC — Sistema nervosa central

SNP — Sistema nervoso periférico

THC — Tetrahidrocanabinol

VPA — Acido valpréico

3D — Tridimensional

2D — Bidimensional

15



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade

16



Introdugdo

I. Introducao

A Toxicologia consiste numa area de estudo que analisa os efeitos nocivos de
substancias quimicas (também de natureza fisica ou bioldgica) em seres vivos. Trata-se
de uma matéria pluridisciplinar, sendo uma ciéncia que se ocupa de analisar multiplas
areas, uma vez que abrange diversos conhecimentos como a farmacologia, a
bioquimica, a quimica, a fisiologia e a patologia. (Gundert-Remy, Barth, B??rkle,

Degen, & Landsiedel, 2015)

O interesse e ambito da toxicologia aumentam diariamente e constituem-se em areas
da maior importancia para o bem-estar do Homem e outros seres vivos. O crescimento
constante do nimero de novos produtos quimicos, produtos farmacéuticos incluidos,
pesticidas, poluentes, drogas de abuso, aditivos alimentares, etc., associados a
ineréncia do risco de toxicidade que acarretam, constitui o suporte e a justificacao do
empenho que deve ser dado a esta area de estudo.

O Homem ¢ responsavel pela producao de substancias toxicas (sintéticas) tais
como: agroquimicos, farmacos, solventes usados na industria; a natureza também
contribui, em parte, para o seu desenvolvimento seja através de toxinas produzidas
pelas bactérias, fungos, virus, plantas e certos gases, constituindo fatores de risco para
a saude publica. Os danos que as substancias quimicas provocam na saude do ser
humano, dependem de uma série de fatores, a analisar, a toxicidade da substancia
assim como a sensibilidade do proprio individuo; de criangas, idosos, mulheres
gravidas e pessoas portadoras de doencgas crdonicas que apresentam uma maior
suscetibilidade aos seus efeitos comparativamente a adultos saudaveis. (Pinto, Silva,

Bolzani, Lopes, & Epifanio, 2002; World Health Organization, 2011)

Com a constante evolugdo e o crescimento de industrias quimicas nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento ha a necessidade de analisar e controlar os varios
fatores de risco. A toxicologia tem um papel importante na avaliacdo da seguranca e
dos riscos na utilizagdo de substincias quimicas. E uma ciéncia que se ocupa em
prevenir doengas e em proporcionar condi¢des que visam a manuten¢do da satde,

bem-estar e qualidade de vida das pessoas.
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A resposta da Industria perante o desenvolvimento de novos produtos tem sido
bastante favoravel através da introdu¢do de novas técnicas e/ou novos modelos
computacionais, utilizados para avaliar caracteristicas toxicologicas, assim como
selecionar compostos que apresentem toxicidades inaceitaveis. Estas novas técnicas
permitem estudar a estrutura de moléculas e assim prever o resultado antes mesmo de
0s compostos serem sintetizados.

O objetivo da toxicologia centra-se na avaliagdo do risco, sendo essencial
estabelecer medidas de seguranca na utilizacdo dos compostos quimicos assim como
ter em conta a prote¢ao dos individuos aquando de uma exposic¢ao.

Quando o o6rgdo alvo de agressdao toxica ¢ o sistema nervoso tem-se que a
neurotoxicidade desencadeada pode contribuir para varios distirbios mentais e
neurologicos que se tornam imperativos de registar e controlar. Neste contexto, as
desordens neurotdxicas constitui um fator de preocupagdo dos profissionais de saude,
originando uma atengdo crescente para a organizacdo da prevencdao dos riscos de
exposi¢ao a substancias que atuem dessa forma. Assim, por exemplo, o uso de
substancias psicoativas (drogas) ou a exposicdo a farmacos durante um periodo
prolongado constitui hoje um problema de satde publica. (Oit, 2014; Pedroza, 2011;
World Health Organization, 2011)
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II. Substincias Neurotoxicas

As substancias neurotoxicas sdo aquelas que apresentam afinidade para o tecido
nervoso, provocando alteragdes funcionais, por conseguinte, no presente sistema.
Atualmente, o mundo em geral, enfrenta um grave problema que aumenta a passos
acelerados diariamente: a introdu¢@o, nao so na industria, mas também no trabalho do
dia-a-dia de um grande nimero de substancias quimicas com efeitos negativos nao so
no sistema nervoso central, mas também com efeitos em outros 6rgaos e sistemas do
organismo.

O efeito destas substancias sobre a satide da populacdo ativa ¢ a preocupagado atual
na maioria dos paises, uma vez que uma alta propor¢ao de riscos ocupacionais a que 0s
trabalhadores estdo expostos corresponde precisamente a estas substancias.

Por tudo isto, ¢ necessario reconhecer um sistema que permita avaliar os danos
sofridos por trabalhadores rotineiramente expostos a estes tOXicos € que sao expressos

em distirbios do sistema nervoso € comportamento. (Uva & Faria, 2000)

Atualmente a intoxicacdo aguda por estes agentes esta relacionada com o acidente
ou suicidio, devido a exposicdes curtas, mas intensas sendo que geralmente excedem a
tolerancia do organismo.

No entanto o envenenamento cronico por essas substancias, como resultado da
exposi¢ao prolongada a baixas concentragdes, provocam disturbios neurotoxicos que
sdo inicialmente expressos em mudangas sutis na fungdo fisiolégica e no
comportamento do individuo, constituindo assim um desafio permanente para os

toxicologistas. (Oit, 2014)

Sem duvida, o diagnostico destas desordens numa fase inicial ¢ muito importante
para a saide dos trabalhadores, evitando a ocorréncia de efeitos negativos,
especialmente em termos de comportamento e da personalidade em individuos

expostos.(Amorim, 2003)

O diagnostico precoce permite separar o trabalhador do ambiente de trabalho e, por

conseguinte, a exposi¢do a substincias toxicas, evitando assim a progressdo dos seus

19



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade

efeitos negativos, nomeadamente lesdes ou situacdes de incapacidade que o individuo

apresentaria a longo prazo. (Preto, Paulo, Melo, Moreira, & Bisinoti, 2009)

1. Classificacdo de Agentes Toxicos

A toxicidade pode resultar quer da acdo de uma agdo singular ou da interacdo de
diferentes substincias quimicas entre si, ou seja podendo ocorrer um sinergismo.
Trata-se de uma interacdo quimica entre diversos compostos quimicos, que apresentam
uma toxicidade mais elevada, quando comparada com a acdo de cada composto
quimico isolado.(Kepner, 2004)

O composto quimico, o toxico, consiste numa substancia exdgena que quando entra
em contacto com o organismo promove uma resposta/acdo prejudicial originando um
desequilibrio quer num 6rgdo ou num conjunto de 6rgdos lesdes estruturais e/ou
funcionais, podendo provocar até mesmo a morte.

A intensidade do agente toxico € proporcional a concentragdo que apresenta assim
como ao tempo de exposi¢do necessitando por isso de estar acima de uma determinada
concentracdo ou intensidade para que seja a suficiente para provocar uma agao nociva
sobre o ser humano. As alteragdes que os agentes toxicos originam no ser humano
variam de acordo com o desenvolvimento e o estado de funcionamento do organismo.

(Preto et al., 2009)

Tabela 1: Efeito de agentes toxicos (Organizacio Mundial da Satde, 2000)

Efeito Exemplos
‘ Radiacdes ionizantes, raios x
Mutagénico
‘ Talidomida, polifendis biclorados e metais pesados, como o
Teratogénico .
chumbo e arsénio.
Substancias quimicas presentes no fumo do cigarro, em
Cancerigeno alimentos e em poluentes ambientais. Radia¢des, metais
pesados e virus
Alergénico Veneno de insetos
Asfixiante Monoxido de carbono
Neurotéxico DDT, formaldeido, dioxinas, chumbo, mercurio e tolueno.
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I11. Neurotoxicologia

A neurotoxicologia, ciéncia que se ocupa de estudar os efeitos dos agentes toxicos
ao nivel do cérebro e de todos os seus componentes celulares, tem vindo a crescer em
resposta a preocupacdes levantadas por surtos neurotoxicos.

A neurotoxicidade define-se como qualquer efeito adverso que perturbe o normal
funcionamento do sistema nervoso central ou periférico. Esta pode ser provocada por
um agente biologico, quimico ou fisico que possui capacidades de alterar a integridade
de um organismo. Os efeitos dos neurotdxicos ocorrem por uma agao direta ou indireta
no sistema nervoso.

Atualmente ¢ inserida como um componente de seguranga ocupacional e ambiental,
cada vez mais presente em programas de saide A exposi¢cdo frequente a neurotdxicos
estara na base do aparecimento, de um cada vez mais elevado numero de doencas
neuronais.

O ser humano possui um dos 6rgdos mais complexos e fundamentais, o cérebro.
Sendo este responsavel por inimeras fungdes, destacando-se a comunicagdo com o
meio exterior € a manuten¢dao da homeostase. Uma complicagdao que ocorra ao nivel do
sistema nervoso pode resultar em consequéncias graves tais como paralisia,
convulsoes, falta de coordenacao, deméncia. Outras lesdes que possam ocorrer também
no SNC podem resultar em efeitos neurocomportamentais e serem manifestados
através de perda de memoria, alteragdo na comunicacdo, perturbagdes na fungado
cognitiva e motora, resultando numa perda de qualidade de vida do individuo. (Sharma
et al., 2014)

Segundo o Instituto Nacional de Seguranga Ocupacional e Saude (NIOSH)
(Antonio & Lacaz, 2003) os neurotoxicos representam um dos dez principais
problemas na saude ocupacional, em que trabalhadores, consumidores e pessoas
expostas foram/sdo gravemente prejudicadas pela exposicdo a compostos industriais,

altamente toxicos para o sistema nervoso. (Rosa, Hodgson, Lunsford, & Jenkins, 2000)
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1. Tipos de Intoxicac¢io

Determinados compostos toxicos atuam em zonas especificas, provocando lesdes
em outros sistemas para além do sistema nervoso.

Toxicologistas realizam testes em animais para avaliar se pequenas ou grandes
doses de uma substancia especifica causam toxicidade. O teste designado por “Dose
Letal ” ¢ muitas vezes utilizado para descrever a poténcia de um composto toxico,
sendo que o DLsp ¢ um indicador que corresponde a dose capaz de matar 50% dos

individuos de uma populacao em estudo. (Nature Nanotechnology, 2011)

A diferenga entre uma intoxicacdo aguda ou crénica sdo o nivel e o tempo de
exposi¢do ao agente toxico, tendo em conta as lesdes e alteracdes provocadas pelos
mesmos.

Quando ocorre uma intoxica¢do provocada por compostos toxicos o individuo pode
sofrer efeitos reversiveis ou irreversiveis, aquando dessa mesma exposi¢ao. Um efeito
reversivel trata-se de alteracdes ao nivel funcional mas tempordrio que ocorre no
sistema nervoso, as situagdes mais frequentes sdao acidentes com solventes ou
pesticidas. Efeitos irreversiveis consistem em lesdes permanentes envolvendo
degeneracao na célula nervosa, como estas sofrem pouca renovagdo as lesdes que

ocorram no sistema nervoso central sdo geralmente irreversiveis. (Viaene, 2002)
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Tabela 2: Exemplos de neurotéxicos e seus efeitos (Moreira & Moreira, 2013; Peres, Moreira, &

Dubois, 2003)

Substiancia

Fontes de exposicao

Efeitos neurotoxicos

Mercurio Metalico

Pesquisa de ouro, indistria
elétrica e de cloro, solda,

amalgamas

Distarbios cognitivos, do
equilibrio, do movimento e

neuropatia periférica

Distarbios do equilibrio, do

Metilmerctrio Peixes, sedimentos movimento, visuais, auditivos e
neuropatia periférica
Solda, fabricas de baterias e Disturbios cognitivos, do
Chumbo tintas, tintas a base de equilibrio, do movimento e
chumbo chumbo neuropatia periférica
Industrias de ferro e ago, Disttrbios cognitivos, do
Manganés
soldas, fertilizantes equilibrio, do movimento
Agrotoéxico, Inseticidas na lavoura, Disttrbios psiquiatricos,
Organofosforado firmas de desinfestagao cognitivos e neuropatia periférica
Agrotoéxico, Inseticidas na lavoura, Disttrbios cognitivos e
Organoclorado firmas de desinfestagao convulsodes tonico-clonicas

Tolueno, Xileno e

Estireno

Industria de tintas e
vernizes, borrachas, colas e

de plasticos

Disttrbios cognitivos, do
equilibrio, do movimento e

neuropatia periférica

2. Avaliacao Neurotoxicolégica

O estudo da Neurotoxicologia exige a aplicagdo de modelos ou baterias de

diagnostico que permitam de uma forma precoce realizar um diagnostico abrangente e

sistémico, avaliando assim possiveis défices que os individuos expostos possam

apresentar.

De um ponto de vista clinico, a avaliagdo dos possiveis danos, recorrendo por

exemplo a testes neurofisioldégicos, como seja, um eletroencefalograma, pode tornar-se

inconsistente nas fases iniciais de determinadas doencas, no entanto pode também

haver uma correlagdo entre marcadores bioquimicos e alteragdes funcionais nesta fase.
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A avaliacdo neurotoxicoldgica permite pois conhecer o comportamento de
substancias neurotdxicas no corpo, assim como alteragdes anatomofisiologicas.

De um ponto de vista fisioldgico o sistema nervoso central tem uma vulnerabilidade
e sensibilidade particular a agdo de produtos quimicos.

Os mecanismos moleculares bioquimicos da toxicidade podem afetar as estruturas
biologicas por mais de um processo em ambas as formas intra e extracelular,
manifestando seletividade especifica para determinados 6rgaos e sistemas.

Todas as células e tecidos de um ser vivo sdo suscetiveis aos efeitos nocivos de
substancias toxicas, embora, na pratica, se verifique que certos 6rgdos detetam mais
intensamente a acao dessas mesmas. Por conseguinte, cada substancia diferente tem
um alvo toxico para cada 6rgao especifico.

O dano ao sistema nervoso central pode causar alteragdes sensoriais, tais como
perda de visdo, cheiro, etc., bem como distirbios nas fun¢des motoras do corpo e a
capacidade do cérebro em integrar informagdes. Além disso, alteracdes que ocorram
no sistema nervoso podem envolver distirbios psicologicos.

As substincias quimicas sdo consideradas neurotoxicas se forem capazes de induzir
um padrao consistente de disfun¢do neural ou alteragdes na estrutura quimica do
sistema nervoso.

O neuronio ¢ a unidade funcional do sistema nervoso, que consiste no corpo celular,
e nas suas terminagdes designadas por dendritos e axonio. Os dendritos recebem
informagao excitatoria ou inibitdria através dos neurotransmissores.

As substancias toxicas atuam nos neurotransmissores interferindo com os processos
de sintese de proteinas diminuindo a produ¢do de neurotransmissores; o0s
organofosforados podem inibir a aceticolinesterase (ACHE), enzima responsavel pela
inativagao de acetilcolina.

Os efeitos dos agentes neurotoxicos no sistema nervoso e em particular na
neurotransmissao sao determinados pela duragdo de exposicdo a que os recetores

quimicos sdo alvo. (Marrs & Maynard, 2013; Popoff & Poulain, 2010; West, 2006)
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3. Grandes Acidentes Toxicos

Em Detroit, Michigan, em 1934, (Boyes, 2001) muitos dos trabalhadores que
trabalhavam com automodveis no processo da soldadura dos materiais, nomeadamente o
chumbo, inalaram uma grande quantidade de gases de chumbo.

Registaram-se entre 2.700 a 4.000 casos de envenenamento por chumbo com
sintomas que variavam entre problemas gastrointestinais a graves défices neurologicos,
como encefalopatias e neuropatias periféricas.

Outro composto toxico, que provocou a contaminacao de alimentos, foi o
metilmerctrio, utilizado na agricultura como fungicida.

Um acontecimento bastante presente na historia do Iraque em que 459 pessoas

morreram e mais de 6500 ficaram doentes. (Boyes, 2001)

Em 1956, na cidade piscatdéria de Minamata, no Japao, ocorreu o primeiro episodio
de intoxicagdo epidémica que afetou uma grande area assim como um grande niimero
de pessoas.

Concluiu-se que uma fabrica em Minamata utilizava compostos com mercurio, estes
residuos eram libertados na 4gua da Baia. Durante muitos anos foram feitas descargas
nessa Baia, aumentando assim a sua concentragdo de mercurio no organismo dos
peixes.

Milhares de habitantes foram contaminados pelo consumo de peixe.

Os sintomas apresentados incluiam convulsdes graves, perda de consciéncia e
coma, acabando muitos por morrer.

(Amin-zaki, Majeed, Clarkson, & Greenwood, 1978; Harada, 1995; Skerfving &
Copplestone, 1976; Swinburn, 2014)
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IV.Fisiopatologia Toxica do Sistema Nervoso

A toxicidade de determinados agentes téxicos sobre o sistema nervoso, vai
desencadear processos toxicos segundo a sua localizagao.

As lesdes ocorridas no sistema nervoso podem levar a alteragdes funcionais, tais
como; alteracdo dos reflexos normais ocorrendo um bloqueio dos neurotransmissores
inibitorios do arco reflexo (convulsdes, hiper-reflexia); alteragdes da permeabilidade
da membrana dos neurdnios e inibigdo enzimatica, assim como modifica¢des na fungao
sinaptica, nomeadamente ao nivel da acetilcolinesterase.

No sistema nervoso central ou periférico, as alteracdes que surgem podem ser de
ordem cronica ou permanente. Estas caracterizam-se por uma necrose neuronal,
podendo ser direta (alteracdo da sintese das proteinas neuronais) quando provocada por
exemplo por organomercuriais ou indireta (anoxia) sendo o monoxido de carbono o
agente causador. Ocorre de seguida uma desmielinizagdo, ocorrendo uma alteragdo ao

nivel da transmissao no axonio. (Quinn et al., 2009)

1. Mecanismos das Neurotoxinas

Substancias neurotdxicas atuam no tecido nervoso interferindo com os processos
metabdlicos do neurdnio, afetando a capacidade da célula no fornecimento de
nutrientes para a sintese de neurotransmissores € componentes celulares.

Dao-se alteragdes nas membranas dos axonios ou nos canais idnicos, interferindo
com a ativacdo ou transmissao do potencial do axoénio, necessario para estimular a
libertacdo de neurotransmissores. Assim como, alteragdes na libertagdo, inativagao ou
recaptura de neurotransmissores na fenda sinaptica, perturbando a transferéncia de
informacdo para os neurdnios pods-sindpticos. (“Neurotoxinas: y mecanismos de

accion,” 2009; Rains, 2004)
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1.1. Alteracées nos mecanismos bioquimicos

Nas sinapses ocorrem:

Modificagdes nos niveis de neurotransmissores; ocorrendo um
bloqueio na sintese e um aporte insuficiente de substancias
precursoras, deficientes niveis de enzimas sintetizadoras de
catecolamina por deplecdo dos transmissores que contém os botdes
sinapticos bloqueio da sua libertacao

Interagdo do agente toxico em contacto direto com o recetor. O
agente toxico contacta diretamente com os 6rgdos alvo assim como
com os sistemas fisiologicos.

Substancias téxicas vdo interferir com os nucle6tidos ciclicos,

modificando a sua sintese e destruindo-os

(Mayadevi, Archana, Prabhu, & Omkumar, 2012)

Nos axonios ocorrem:

l.

Alteracao da mielina

2. Desregulacao do balango i6nico e energético, alteracdo dos canais

i6nicos. Os agentes toxicos (como por exemplo o metanol) podem

afetar a fosforilacdo oxidativa originando assim alteragdes na troca
. + + , . ~

dos 10es Na' e K através da membrana e sua posterior recuperacao

do equilibrio pela bomba de sédio.

(Saxena & Caroni, 2007)

27



Modelos de Avalia¢do de Neurotoxicidade

1.2. Perfis de lesdo de neurotoxicidade
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Figura 1: Lesdes no neuronio (Toxic Responses of the Nervous System Casarett & Doull's

Essentials of Toxicology, 2e, 2010)

Alguns toéxicos interferem com as células nervosas, ou tém apeténcia para um tipo
caracteristico de neurdnio, conduzindo assim a uma lesdo ou mesmo a sua morte.

Uma neuropatia resulta de um distarbio neurologico que afeta o funcionamento de
todo o neurdnio, levando a perda do mesmo, ocorre degeneracdo das suas extensdes
citoplasmaticas como seja, dendritos e axonios, assim como da camada de mielina,
responsavel por revestir o axonio. Os astrocitos perante uma perda neuronal
proliferam, ocorrendo perda neuronal e gliose. Quando o axdnio ¢ o principal local de
lesdo, este degenera enquanto que no restante neurdnio ocorrem apenas cromatolise e
deslocacdo da substidncia de Nissl, do nucleo para a periferia celular. Condicao
denominada por axonopatia.

Axonopatias sdo doengas neurotoxicas cujo alvo de toxicidade € o proprio axdnio.
Este degenera assim como a mielina, permanecendo intato apenas o corpo celular.

Sao os axonios de longo comprimento que sdo mais afetados, possuindo mais alvos

para sofrerem uma lesdo toxica em comparagdo com os de comprimento curto.
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As consequéncias que ocorrem na degeneracdo ao nivel do axonio do SNC e do
SNP sdo diferentes, pois os axonios periféricos regeneram, ndo acontecendo o mesmo
com os centrais.

Dependente da perturbagdo ocorrida, os axénios periféricos apds uma degeneragao,
podem ser alvo de uma regeneragao parcial ou mesmo completa.

Clinicamente, classifica-se por uma neuropatia periférica, estando a sensibilidade ¢
a forca muscular inicialmente comprometidas nas extremidades distais dos processos

axonais, as maos e os pés.(Llorens, 2013)

No que diz respeito a mielina trata-se de uma camada que reveste o axdnio e, como
tal € responsavel por assegurar o isolamento elétrico dos processos neuronais

Mielinopatias podem resultar por um rompimento de mielina ou de uma lesdo
seletiva sob as células de mielina.

Células adjacentes dividem-se e cobrem o axonio rapidamente; ocorre uma
remielinizacdo, no entanto este processo € muito menos eficaz no sistema nervoso
central do que no sistema nervoso periférico.

Muitos compostos toxicos ndo conduzem a morte celular, contudo os seus efeitos
toxicos sao transmitidos ao nivel da neurotransmissao, interrompendo-a, seja através
do bloqueio de excitagdo ou por estimulacdo excessiva. (Mayadevi et al., 2012;

Traumatologia & Aparelho, n.d.)

1.3. Lesoes/ agressoes no Sistema Nervoso Central e Periférico

O tecido nervoso encontra-se distribuido pelo organismo, interligando-se e
formando uma rede de comunicagdes, que constitui o sistema nervoso.

Todo o conjunto de sensagdes do individuo desde a fome, ao calor, ao sabor, cheiro
e temperatura, entre outras, sdo reguladas pelo sistema nervoso.

O sistema nervoso ¢ responsavel por controlar todas as atividades reguladoras e
coordenadoras, tendo a capacidade de reagir a estimulos externos, interpretando e
respondendo a mudangas que surjam, para garantir sempre a homeostasia do
organismo, o ponto de equilibrio. Sendo este um sistema Unico e integrado, sendo este
o centro do comando do corpo apresenta variadissimas fungdes sdo estas: informacgao
sensorial, integracdo, homeostase, atividade mental e controlo dos musculos e

glandulas.
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O sistema nervoso ¢ constituido pelo sistema nervoso central (SNC) e o sistema
nervoso periférico (SNP). O SNC ¢ formado pelo cérebro e pela medula espinhal,
sendo o local onde ocorre o processamento de informagao e de envio de instrugdes. O
SNP conduz os impulsos nervosos do cérebro para os diferentes orgaos.

Os nervos s3o como linhas de comunicacdo. Eles ligam todas as partes do corpo
pela condugdo de impulsos do recetor para o SNC e deste para as glandulas e para os
respetivos musculos. O sistema nervoso central recebe milhdes de bits de informagao
de diferentes 6rgaos sensoriais. Integra a informacao para determinar a resposta a ser
executada pelo corpo. Informagdes sdo fornecidas para o sistema nervoso pelos
recetores, que detetam variadissimos estimulos tais como: toque, som, luz, dor, frio,
calor, etc. Essas sensacdes podem causar uma reacao imediata ou ficarem gravadas na
memoria. Essas informagdes sdo armazenadas no cérebro, ajudando a determinar
reagOes em situagdes futuras.

Finalmente, o sistema nervoso regula varias atividades corporais através do controlo
dos musculos do todo o corpo. Isso ¢ chamado de resposta motora e inclui os masculos
do esqueleto, os quais sdo responsaveis pelo movimento e pela flexibilidade dos 6rgaos
internos, como o intestino. Outra fungao do sistema nervoso ¢ o controlo da secrecao
de substancias pelas glandulas.

A maior fun¢do do SNC ¢ o de processamento de entrada de informagdes para que
ocorra a resposta motora apropriada além de outro papel importante o de: selecionar a
informagao, isto €, canalizar a regido apropriada do SNC para dar a resposta desejada -
se uma pessoa toca uma superficie quente, a resposta desejada € que retire a mao.

Dependendo da capacidade de penetracdo hematoencefalica dos agentes
neurotoxicos assim se determina o tipo de lesdo/agressao a regides ou componentes
celulares especificos do sistema nervoso.

De acordo com as propriedades tipicas do tecido nervoso as diferentes respostas a
esses agentes podem ser classificadas consoante os alvos celular e subcelular atingido.

Sao varias as manifestagdes clinicas, tais como: danos realizados ao nivel do
sistema nervoso periférico, incluem neuropatias periféricas, que se caracterizam por
um distarbio parestético nas extremidades, dorméncia e perda progressiva da
coordenacdo devido a degeneragdo dos nervos motores ou sensitivos; danos que
ocorram no sistema nervoso central, originam encefalopatias, que se manifestam em
distirbios da fun¢do neuropsicologica, alteracdes de humor e da personalidade,

alucinag¢des, diminuicdo da memoria ¢ da atengdo, amnésia (envolvendo tanto a
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memoéria de curta, como a de longa duragdo) fadiga e disturbios

(Traumatologia & Aparelho, n.d.)

Sintomas Gerais:

EENERA.LI EFFECTS
Appetite loss;
heodache; depression;
drowsiness; thirst.

r

] paresis; tremor;

| twitching; lack of
coordination; reflex
abnormalities.

MOTOR EFFECTS

COGNITIVE EFFECTS
Concentration impairment; fulilgue
memory problems; confusion; learning
and speech impairment; mental
< inifiative;
3 . delirium;

- P tl,' '\ hallucinations.
v A

|

—

-

Convulsions; weokness;

slowing; reduced

SENSORY EFFECTS

threshold; ringing in the
toctile disorders; }/‘\h

Impaired colour vision; night blindness;
increased olfactory and auditory
&I:rs, ﬁnnLlus: equilibrium
chonges; dizziness; pain
and
tingling; numbness;
increased cold sensitivity.

MOOD AND PERSONALITY EFFECTS
Sleep disturbances; E:l(l:itubilil}'
depression; anxiety; increose
irritability; delirium;
hallucinations; restlessness;
nervousness; sexval

activity loss; tension.
Modified from W_K. Anger
1986.

visuais.

Figura 2: Efeitos neuroldgicos e comportamentais da exposicio a produtos quimicos

neurotéxicos (www.ilocis.org/documents/chpt7e.htm)
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V. Modelos de Avaliacdo de Neurotoxicidade

Com o desenvolvimento da ciéncia foi sendo cada vez mais necessario aperfeigcoar e
desenvolver testes/modelos para conhecer e analisar os efeitos dos varios compostos
toxicos ao nivel das fungdes neurologicas.

Através de experiéncias realizadas com animais em laboratério, foi possivel
conhecer melhor a toxicidade das varias substancias quimicas.

Os métodos sdo aplicados com todo o rigor cientifico, pois tém a finalidade de
fornecer informagdes relativas aos efeitos toxicos, avaliando principalmente riscos que
possam ser extrapolados para 0 Homem.

A bateria de testes, baterias de observacdo funcional (BOF), sdo realizadas num
unico animal para avaliar todo o processo da lesdo neurotoxica ao longo do tempo,
sendo por isso modelos bastante vantajosos. (Boucard, Bétat, Forster, Simonnard, &

Froget, 2010; Horner et al., 2004)

1. Objetivo dos modelos de avaliagao

Um dos objetivos dos modelos, na neurotoxicidade, consiste no lancamento de uma
ampla rede de observacdes para detetar qualquer alteragdo que ocorra, por exemplo,
por uma substancia quimica que atue no sistema nervoso e para a qual ndo exista
informagao.

Nos testes de regulamentacao, as BOF sdo utilizadas para fornecer informagdes em
doses baixas. Estes dados sdo importantes, permitindo através de uma gama de testes
de toxicidade, determinar o ponto final mais sensivel. (Fonck, Easter, Pietras, &

Bialecki, 2015; Markgraf, Cirino, & Meredith, 2010).

2. Importancia do estudo dos modelos de avaliacdo de neurotoxicidade

Existe uma elevada importancia na bateria de testes de triagem, assim como nos
protocolos definidos, permitindo que ocorra uma boa experimentacdo, fornecendo
informagdes mais especificas do que simplesmente designar um comportamento como

“normal” ou “anormal”. Descri¢cdes de comportamentos sdo bastante informativas.
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Na realizacdo destes testes experimentais, para que nao ocorram viés, o pessoal que
o efetua deve desconhecer em absoluto qualquer tratamento que o individuo esteja a
fazer (ensaio cego), para que os dados sejam os mais fidedignos e reais. Para isso, os
observadores tém que ser ensinados, quanto aos conceitos basicos do projeto
experimental, saber as boas técnicas de laboratorio, conhecer quais os reportdrios
comportamentais normais ¢ os fatores que o levaram a alteragdes.

A caracterizagdo dos modelos de rato da doenga humana ¢ essencial para a
compreensao da fisiopatologia subjacente e desenvolvimento de novas terapias. Muitas
doengas sdo frequentemente associadas com mais do que um modelo, € por isso existe
uma necessidade de determinar qual o modelo que melhor representa o estado da
doenga ou ¢ mais adequado para a abordagem terapéutica sob investigagdao. (Boucard

et al., 2010; Horner et al., 2004)
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3. Exemplos de modelos de avaliacido de neurotoxicidade

3.1. Modelos de avaliacao de atividade motora e sensorial~

3.1.1. Modelo de Forca de Preensao

Tabela 3: Forca de Preensao (Freeman et al., 2000; Horner et al., 2004; Lin et al., 2014; Mili¢
et al., 2012; Sci, 2015)

Carateristicas

Vantagen Desvantagens Aplicacoes
s
As patas do ratinho s@o Répido Alta variabilidade na Fenotipagem
colocadas sobre uma rede resposta
de arame. Facil Doenga de
O animal vai naturalmente A habituagdo pode levar Parkinson
segurar-se enquanto a a desmotivagdo, nas
cauda ¢ suavemente medigdes a curto Doenga de
puxada para tras. intervalo de tempo Huntington

A forca maxima da
aderéncia antes de libertar

a pega ¢ registada

Influenciado pela
manipulagdo do cientista

(precisa de treino)

Rastreio de

drogas

Envelhecimento
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3.2. Modelos de Avaliacio de Aprendizagem e Memdria

3.2.1. Modelo de Esquiva Passiva

Tabela 4: Esquiva Passiva (Moghadamnia, Hakiminia, Baradaran, Kazemi, & Ashrafpour,

2015; Nakagawa et al., 2009; Saadati, Babri, Ahmadiasl, & Mashhadi, 2010; Schneider et al.,
2003; Stuchlik et al., 2013)

Carateristicas

Vantagens

Desvantagens

Aplicacoes

Camara com dois
compartimentos (escuro
e claro). O ratinho
recebe um choque suave
na pata num dos

compartimentos.

Ratinho vai evitar entrar
no compartimento onde
tinha sido exposto ao

choque.

Medigao pelo registo de
laténcia para atravessar a
porta entre os

compartimentos

Teste ideal de 1*

triagem

Nao necessita que
haja anteriormente
uma privacao de

alimentos

Simples de

configurar e de usar

Procedimento
rapido para o
estudo da memoria
de curto e longo

prazo

Ocorre inibi¢ao do

comportamento

Memoria
emocional e medo

condicionado

Requer choques nas
patas, sendo
stressante para o

animal

Nao consegue
distinguir
facilmente a
memoria contextual
e a memoria

emocional

Analisar o
efeito de novas
substancias

quimicas

Estudar
mecanismos

cognitivos
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3.2.2. Modelo do Labirinto de Agua de Morris

Tabela 5: Labirinto de Agua de Morris (Barnhart, Yang, & Lein, 2015; Carter, Mifsud, &
Reul, 2015; Chen et al., 2012; Gehring, Luksys, Sandi, & Vasilaki, 2015)

Carateristicas Vantagens Desvantagens Aplicacoes

Grande piscina Memoria espacial AlteragOes na Doengas
redonda com agua € memoria nao- atividade neurodegenerativas
com uma pequena | espacial, memoria locomotora como a Doencga de

plataforma
escondida que esta
localizada 1-2cm
abaixo da superficie

da agua.

O rato ¢ colocado na
agua e nadard ao
redor até encontrar a
plataforma para se

sustentar.

Estimulos externos
sdo colocados ao
redor da piscina para
ajudar o rato,
ensinando-o a
localizar a

plataforma

de trabalho e

referéncia

Extremamente
sensivel a lesOes
no hipocampo e

envelhecimento

Nao necessita que
ocorra privacgao de

alimentos

Nao ha pistas de

orientacdo de odor

podem interferir
com as
deslocagdes

dentro de agua

Experiéncia de

trabalho intensiva

Alzheimer e

Parkinson

Efeitos do

envelhecimento

Efeitos de drogas de

abuso

Efeitos do alcool
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3.2.3. Modelo de Alternincia Espontianea

Tabela 6: Alternincia Espontinea (Deacon & Rawlins, 2006; Lalonde, 2002)

Carateristicas Vantagens Desvantagens Aplicacoes
Aparelho com a forma Memoéria de Alteragdes na Util para
deumToudeumY, trabalho espacial | atividade locomotora avaliar a
apresentando um ponto e ndo espacial | podem interferir com | tendéncia ao
de escolha com duas a exploracao do inexplorado
alternativas Procedimento labirinto dos bracos
rapido Dependéncia a
O rato comeca na base opiaceos
do T/Y Nao necessita
A recompensa pode ser que antes haja
colocada em um dos privagao de
bragos do labirinto ou alimentos
recompensas diferentes
podem ser colocadas em Simples de
cada brago configurar e usar
O rato tera que escolher
o braco que pretende ir

4. Modelo do Labirinto de Agua de Morris aplicado a Doenca de Alzheimer

4.1. Doenca de Alzheimer e seus Sintomas

Em Portugal estima-se que a Doenga de Alzheimer afete cerca de 10.000 pessoas. A
nivel mundial as estatisticas apontam para cerca de 44 milhdes de pessoas com a
doenga ou com uma outra forma de deméncia, nimero este que tende a aumentar
exponencialmente a medida que a populagdo vai envelhecendo. (World Health

Organization, 2002)
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Estimativa do niimero de pessoas afetadas por Deméncia
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Figura 3: Estimativa de pessoas afetadas por deméncia entre 2010 e 2050 (Prince & Jackson,

2009; Who, 2012)

A doenga de Alzheimer ¢ uma doenga degenerativa progressiva, descrita em 1906

pelo psiquiatra e neuropatologista alemao Dr. Alois Alzheimer (1864-1915)

Figura 4: Dr. Alois Alzheimer (Vishal, Sourabh, & Harkirat, 2011)

A Doenca de Alzheimer caracteriza-se por ser um tipo de deméncia que leva a
alteracdes histologicas, nomeadamente a formacdo de placas senis e trangas
neurofibrilhares, originando uma deterioracdo progressiva das fungdes cognitivas

(memdria, aten¢do, concentracdo, linguagem, entre outras).
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A formacao de placas senis ocorre devido a deposi¢do extracelular de agregados do
peptideo beta-amiloide (Ab). As trangas neurofibrilhares correspondem a depositos
intracelulares em que esta presente a proteina Tau hiperfosforilada.

Ocorre também alteragdes na transmissdo sindptica, sendo notorio a perda de
memoria e a diminuigdo progressiva de capacidades cognitivas.

Alteragdes no comportamento e sobretudo na capacidade funcional do individuo
originam dificuldades na realizagdo das suas tarefas diarias ou profissionais. (ADEAR

Center, 2011)

Tabela 7: Sintomatologia da Doenca de Alzheimer

(https://www.nia.nih.gov/alzheimers/topics/symptoms#learn)

Agravamento da perda de memoria € da

Perda de memaria Agravamento da perda de memaoria . Perda de peso
confusao
Dific uldade na comunic ag &o . . . Inc apacidade de aprendizagem e de .
. Desorientag 8o espacial ) . - Infe¢des na pele
[Esquecimento de palavras lidar com novas situagoes

Dificuldade e demora na realizagge  Dific uldade em reconhecer familiares e Dificuldades na

de tarefas domésticas amigos deglutig &o
Alterag bes de comportamento ¢omo Agravamento na capacidade de .
: . . o Inc ontinéncia
ansiedade e agress&o COmuNicacao

Alterag Ges mais severas de

Confustes com finang as pessoais Convulstes
: ¢ omportamento
Alteragdes na capacidade de Aumento do
: . Perda de controlo
decistes tempo de sono

. L Impossibilidade de realizar tarefas
Perda da espontaneidade e iniciativa o
sequenciais

4.2. Avaliacdo in vivo do Acido Valpréico na memoria usando ratos

transgénicos

Richard G.Morris, como neurocientista, em 1981 foi o criador de um dos modelos
de avaliagio de neurotoxicidade, ao nivel da fungdo cognitiva, o Labirinto de Agua de
Morris.

O objetivo deste modelo era testar a aprendizagem ao nivel do hipocampo, a

aquisicdo de memoria espacial e memoria espacial a longo prazo.

39


https://www.nia.nih.gov/alzheimers/topics/symptoms#learn

Modelos de Avaliagdo de Neurotoxicidade

Figura 5: Richard G.Morris (www.ccns.ed.ac.uk/people/academic/morris.html)

O modelo do Labirinto de Agua de Morris desempenha um papel importante na
confirmacao e correlacdo de modelos de ratos nos disturbios cognitivos ao nivel da
doenca de Alzheimer. O desenvolvimento de medicamentos para a doenca de
Alzheimer ¢ desafiado pelo sucesso em modelos animais testados no labirinto de Agua
de Morris.

O ambiente onde ocorre este modelo ¢ bastante vantajoso uma vez que ndao ha
odores, sendo por isso um modelo bastante utilizado no estudo da neurobiologia e
neurofarmacologia de aprendizagem espacial e memoria. (Block, 1999)

Os estudos de toxicidade in vivo sdo dispendiosos, prolongados e estdo envolvidas
questdes €ticas com o uso de animais. Devido a esses fatores, os testes de toxicidade in
vitro t€m sido utilizados com mais frequéncia pela maioria dos investigadores.

Os ensaios in vitro apresentam como vantagens o de serem mais rapidos,
convenientes ¢ menos dispendiosos e acima de tudo ndao envolverem quaisquer
questdes éticas. No entanto, existem varios fatores que os ensaios in vitro nao
conseguem avaliar tais como as fungdes cognitivas, sensoriais € comportamentais.

(Grandjean & Landrigan, 2014)
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4.2.1. Preparacio do Modelo

Utilizacdo de uma piscina com um didmetro de 150 centimetros com uma

profundidade de 50 cm

v

Figura 6: Labirinto de Agua de Morris

www.bioseb.com/bioseb/anglais/default/item _id=533 cat_id=4 Circular%20Pool.ph

Importante que o rato nao veja o cientista durante o decorrer do teste.
Colocar pistas espaciais na sala ou no interior da piscina, acima da

superficie da agua

4.2.2. Procedimento do Teste

Colocar o rato na sala, para que este se adapte ao novo ambiente. Deixar

pelo menos 30 minutos antes do teste.

Para iniciar o teste pegar o rato pela base da cauda, suavemente colocar o
rato na agua, de frente para a borda da piscina. Sair rapidamente da area de
testes.

Se o rato encontrar a plataforma antes dos 60 segundos, permitir que o rato
permanega na plataforma durante 5 segundos. Se o rato ndo encontrar a
plataforma, colocar o rato sobre a plataforma durante 20 segundos antes de
voltar para a gaiola.

Colocar o rato em localizac¢des de partida diferentes em cada nova tentativa.

(Qing et al., 2008)
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Recorreu-se ao modelo do labirinto de Agua de Morris para avaliar o efeito de
hipéxia na Doenca de Alzheimer assim como o efeito de um tratamento utilizado em
ratinhos transgénicos com a Doen¢a de Alzheimer, o acido valproico (VPA).

Investigadores demonstraram que a proteina beta-amildide esta fortemente
relacionada com a doenga de Alzheimer.

Trata-se de uma proteina soluvel que inicialmente circula de forma solitaria, mas
que ao longo da vida tende a formar agregados. E devido a sua solubilidade que esta
consegue deslocar-se pelo cérebro livremente.

Ao longo do tempo, esta proteina tende a formar placas ndo soliveis, sendo uma das
caracteristicas da doenga de Alzheimer.

Ocorre perda de sinapses, pontos de contato onde ocorre transmissao de informacao
entre as varias células nervosas, originando uma deterioracdo da funcao cerebral,
especialmente a memoria. (White et al., 2002)

Os principais fatores que contribuem para a doenca de Alzheimer incluem o
envelhecimento, aterosclerose, diabetes mellitus, acidente vascular cerebral o
polimorfismo €4 da ApoE, e menos educacao. (Vermeer et al., 2003)

Historias recentes de acidente vascular cerebral afirmam que estes aumentam a
prevaléncia da doenca de Alzheimer em pacientes idosos.

Os sintomas do doente que sofreu um enfarte cerebral mostram reduzido
desempenho cognitivo assim como um agravamento da deméncia. (“Atherosclerosis
and AD Analysis of data from the US National Alzheimer ’ s,” 2005)

A hipoxia ¢ uma consequéncia direta da hipoperfusdo, podendo desempenhar um
papel importante na patogénese. (“Atherosclerosis and AD Analysis of data from the
US National Alzheimer ’ s,” 2005)
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4.2.3. Dia 1: Ensaios com Plataforma Visivel
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Figura 7: Laténcia de escape (Qing et al., 2008)

No primeiro dia ndo se registaram alteracdes em ambos os grupos (controlo e grupo
com tratamento de VPA) no que se refere a laténcia de escape, ou seja o tempo gasto
no quadrante da plataforma para cada rato; assim como no comprimento do caminho,
no ensaio de plataformas visiveis.

Assumimos assim, que os grupos apresentam atividade motora e capacidades
visuais semelhantes. Estando aptos para observar pistas na piscina ¢ no ambiente em

redor assim como as plataformas que sao sinalizadas. (Qing et al., 2008)
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4.2.4. Dia 1-4: Ensaios com plataforma escondida
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Figura 8: Laténcia de escape (Qing et al., Figura 9: Comprimento do caminho (Qing et
2008) al., 2008)

Analisando os graficos, os ratos que foram tratados com acido valprdico (VPA)
apresentam um desempenho mais significativo comparativamente ao grupo controlo no

decorrer do tempo.(Qing et al., 2008)

4.2.5. Dia 6: Numero de viagens para o 3° quadrante
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Figura 10: Numero de viagens (Qing et al., 2008)

No dia 6, foi feito um ensaio que tinha como objetivo averiguar o numero de viagens

que o rato fazia para o terceiro quadrante, onde se encontrava a plataforma escondida.
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Pode-se verificar que os ratos com o tratamento de VPA apresentam um maior
numero de viagens do que o grupo controlo.
Relativamente ao farmaco VPA, através destes dados verificou-se uma notoria

melhoria nos défices de memoria nos ratos transgénicos APP23. (Qing et al., 2008)

4.3. Avaliacdo do Acido Valpréico na memoria em ratos transgénicos in

vitro

Os estudos toxicologicos in vitro t€ém como objetivo rastrear possiveis efeitos
biolégicos antes de recorrer aos ensaios in vivo, deste modo evita-se a utilizagdo de um
elevado nimero de animais.

Para compreender os mecanismos que levam ao desenvolvimento dos sintomas da
Doenca de Alzheimer, hd que analisar os aspetos a nivel celular.

As placas Senis sao das lesdes principais na DA, sdo placas extracelulares, formadas
por fragmentos da clivagem incorreta da proteina precursora amiloide (APP). A
clivagem incorreta desta proteina precursora ocorre devido a mutagdes nos genes das
proteinas presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2) responsaveis pelo aumento da proteina b-
amiloide assim como na formagao de placas neuriticas.

Placas amildides, senis ou neuriticas, sdo depositos insoluveis da proteina ou
fragmentos dela, apresenta-se na forma toxica chamada de beta-amiléide. (Sun, He, &
Song, 2006)

Uma das fun¢des do VPA ¢ ativar sinais extracelulares regulados pela cinase, esta
regula a fungdo da proteina amiloide (AP-1) assim como mediar respostas neurotroficas,
ou seja na producdo de neurdnios em determinadas areas cerebrais, mais
especificamente o hipocampo, interferindo deste modo com a memoéria. (Yuan et al.,

2001)
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Figura 11: Tratamento de VPA e os seus efeitos nas placas neuriticas em ratinhos transgénicos

com DA. Anticorpo monoclonal especifico Ap 4G8 (Qing et al., 2008)

Os ratos transgénicos APP23 com 7 ou 9 meses de idade assim como os ratinhos
duplamente transgénicos APP23/PS45 com 6 semanas de idade foram tratados com
30mg/kg de VPA, durante 4 semanas

Realizaram-se testes comportamentais e de seguida analisou-se o cérebro dos
ratinhos por dissecacdo, onde foram seccionados.

Através de um anticorpo monoclonal especifico Ap 4G8 e por métodos
imunologicos, observaram-se as placas neuriticas.

Observa-se uma reducdo significativa no nimero de placas neuriticas em ratos que

fizeram o tratamento com VPA comparativamente com os grupos de controlo.
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Grupos de controlo

A 4G8 Inmunostaining <KL

Observam-se, respetivamente, as seccdes do cérebro do grupo de ratinhos
transgénicos APP23 de 7 meses, do grupo de ratinhos transgénicos APP23 de 9 meses e

dos ratinhos duplamente transgénicos APP23/PS45 que tiveram tratamento com VPA.

Significativamente mais placas neuriticas foram formados nos ratos com 9 meses em
comparacdo com os ratos de 7 meses de idade; contudo o tratamento com VPA
comecando com a idade de 9 meses, podera reduzir significativamente a formagao de

placas neuriticas. (Qing et al., 2008)
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Figura 12: Tratamento de VPA e os seus efeitos nas placas neuriticas em ratinhos transgénicos

com DA (Qing et al., 2008)
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As placas neuriticas foram confirmadas pela utilizagdo de coloragdo fluorescente de
Tioflavina S, utilizado para identificar estruturas amiloides, estas sdo destacadas em
pontos brancos.

Verificaram-se menos placas neuriticas em ratinhos tratados com VPA (b, d)

comparativamente com ratinhos do grupo de controlo com a mesma idade (a, ¢)
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C MAP2

Figura 13: Tratamento de VPA e os seus efeitos nas placas neuriticas em ratinhos transgénicos

com DA. Anticorpo MAP-2 (Qing et al., 2008)

As seccoes do cérebro de ratinhos transgénicos APP23 foram coradas com o
anticorpo MAP-2. Anticorpo utilizado na identificagdo e demonstracdo de neurdnios.
Ratinhos em que foram administrados VPA, ocorreu um aumento significativo no

namero de neurdnios. MAP2-positiva. (Qing et al., 2008)
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4.3.1. Quantificacdo de Placas Neuriticas

Figura 14: Quantificacio de Placas Neuriticas (Qing et al., 2008)
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O acido de valproico (VPA) ¢ um dos tratamentos mais usados em doencas bipolares.
O VPA, assim como outros anticonvulsivantes, tém como fung¢ao inibir os canais de

sodio, potassio e calcio. (Wilby et al., 2005)
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Figura 15: Vias de sinalizacio representativas envolvidas em atividades neuroprotectoras e de
inducido de neurogénese de VPA (adaptado de: Zhang, Li, & Zhang, 2010)

Alteragdes ao nivel da quinase sintetase (GSK-3) e na atividade da histona
desacetilase (HDAC) sdo alteragdes provocadas pelo tratamento de VPA (Williams,
Cheng, Mudge, & Harwood, 2002)

GSK 3 esta envolvida em um grande niumero de reagdes quimicas de fosforilagao
regulatéria de varios alvos celulares diferentes. O seu interesse comegou devido ao
desenvolvimento de estudos com animais, para estudar os mecanismos metabolicos, a
neurodegeneragao e a oncogénese.

Existem elementos que sugerem que a GSK 3 ¢ responsavel por estimulagdes
apoptoticas, ativa e localiza os neurdnios pré-emaranhados assim como os filamentos
neurofibrilares no cérebro dos doentes com a doenca de Alzheimer.

Os neurénios quando expostos a proteina amiloide, aumentam a atividade GSK3p,
diminuindo os niveis de acetilcolina pela atividade do piruvato desidrogenase (PDH).

A inibigdo da GSK3 mediada pela PDH diminui a conversdao do piruvato ao acetil
CoA, um precursor para a sintese de acetilcolina (Ach). (Caberlotto et al., 2013)

Evidéncias sugerem que a GSK3 pode estar associada com diversos eventos
adversos, nomeadamente a dindmica dos microtibulos, distrofia neuritica, emaranhados
neurofibrilares (defeitos da proteina TAU, sdo estas que estabilizam os microttbulos),
plasticidade neuronal, défice cognitivo, neurodegeneracdo e um aumento da producdo
de amiloide, sendo estas algumas das caracteristicas estudadas e sdo um papel chave na

doenca de Alzheimer.
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De forma a melhorar a aprendizagem e memoria, o aumento da acetilagdo das
histonas por inibidores das histonas desacetilases (HDAC) pode ser um caminho
terapéutico adequado para as doengas neurodegenerativas. (Baptista & Kang, 2007,
Fischer, Sananbenesi, Wang, Dobbin, & Tsai, 2007)

Através de estudos, o VPA foi analisado em doengas neuropatologicas (DA) assim
como ao nivel comportamental, nomeadamente ao nivel da memoria.

Evidencia-se assim que o tratamento com VPA, inibe a GSK-3 mediada pela y-
secretase na clivagem da APP in vitro e in vivo.

O tratamento com VPA em ratinhos indicou que pode ter efeito em fases precoces e
tardias, no entanto ao nivel das deficiéncias cognitivas estas s6 podem ser melhoradas se
ocorrer uma intervencao na fase inicial.(Zhang et al., 2010)

Verificou-se que no modelo de ratinhos transgénicos com a doenga de Alzheimer,
ocorreu uma diminuicao na producao da proteina amildide, assim como na formagao das
placas neuriticas, os défices de memoria foram atenuados neste modelo de ratinhos.

VPA ¢ eficaz na terapia anti amildéide como um preventivo e no tratamento da
Doenca de Alzheimer, no entanto devera ser aplicado nas fases precoces da doenca.

(Wang et al., 2014; Yao et al., 2014)

5. Tetrahidrocanabinol e seus Défices Cognitivos

A’-Tetra-hidrocanabinol (THC) ¢ uma substancia psicoativa, encontrada nas plantas
do género Cannabis. E a terceira droga mais usada depois do tabaco e alcool e diversos
estudos indicam que o seu uso de forma crénica, desencadeiam efeitos negativos nas
funcgdes cognitivas cerebrais. (Solowij, 2002; Tselnicker, Keren, Hefetz, Pick, & Sarne,
2007)

Foi demonstrado através de estudos recentes, que esta substancia exerce uma dupla
atividade, podendo, apresentar tanto efeitos neuroprotetores como neurotoxicos. Os
canabindides poderiam ser utilizados devido as suas propriedades neuroprotetoras, de
forma a reduzir os danos cerebrais, como sejam os traumas mecanicos, a isquemia e
excitotoxicidade. (Panikashvili et al., 2001; van der Stelt et al., 2001)

Esta hipdtese foi confirmada através de estudos utilizando o modelo de ensaio com o
Labirinto de Agua de Morris que demonstraram que uma tinica administragio de 0,001
mg/kg (doses com 3-4 ordens de grandeza menores que as doses convencionais) de

THC afetaram o desempenho dos ratinhos 3 semanas mais tarde.
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A hipétese sugere que uma dose elevada de drogas canabinoides apresenta efeitos
neuroprotetores, quando ¢ realizada dentro de um prazo curto.

Administragdes de canabindides de forma crdonica induzem morte neuronal. (Y.
Sarne & Keren, 2004)

O efeito neuroprotetor deve-se ao facto de anular os principais fatores responsaveis
pela neurotoxicidade, retirando o calcio dos canais de voltagem dependente, ndo
ocorrendo a libertagdo de glutamato. (Mackie & Hille, 1992; Shen, Piser, Seybold, &
Thayer, 1996)

O efeito neurotdxico ocorre em concentracdes mais baixas de canabindides pois
favorecem a entrada de calcio nas células. (Rubovitch, Gafni, & Sarne, 2002; Yosef
Sarne, Asaf, Fishbein, Gafni, & Keren, 2011)

O objetivo do estudo foi testar se uma dose ultra-baixa de THC induz alteragdes
cognitivas de longa duracdo em ratinhos.

Para isso, utilizaram-se ratinhos ICR do sexo masculino com 8-12 semanas, os quais
foram injetados intraperitonealmente uma solu¢do de A’-Tetra-hidrocanabinol a partir
de uma solugdo de 100 mg/ml em etanol, os ratinhos de controlo foram injetados com
uma solug¢ao veiculo.

O modelo de estudo de avaliagdo consistiu no Labirinto de Agua de Morris, utilizou-
se uma piscina circular (140 cm de didmetro, 51 cm de altura) com agua a temperatura
de 23 £ 2 oC, uma plataforma transparente estava colocada 0,6 cm abaixo da superficie
da agua. O processo realizava-se numa sala que fornecia pistas visuais e para além
destas foram adicionadas pistas nas paredes internas da piscina.

Mediu-se o tempo de laténcia, o tempo que levou o ratinho para encontrar a
plataforma. O tempo estabelecido sao 120 segundos para encontrar a plataforma e ficar
nesta durante 30 segundos, caso o rato ndo encontre a plataforma no tempo estabelecido,
o mesmo ¢ levado para a plataforma e ¢ autorizado a permanecer durante 30 segundos,
sendo de seguida, removido da piscina.

O ensaio consiste em cada ratinho nadar quatro vezes por dia, durante quatro dias
consecutivos, em dois blocos de ensaios por dia, que manifesta-se em dois ensaios de
natacao.

No ultimo dia de ensaio, a plataforma foi removida e assim avaliou-se o niimero de
passagens acima do local onde a plataforma tinha estado antes. O ratinho foi deixado a

nadar durante 45 segundos.
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As curvas de aprendizagens foram analisadas com base em experiéncias realizadas in
vitro tendo por base analisar o efeito duplo dos canabinodides e os seus resultados a nivel
comportamental. (Rubovitch et al., 2002)

Experiéncias demonstraram que uma inje¢do de 10 mg/Kg de THC induz no ratinho
os seguintes sintomas: hipotermia aguda, analgesia e diminui¢do da atividade motora.

A inje¢do com 0,001 mg/Kg provocou os seguintes efeitos, elevagdo da temperatura
corporal, potenciou a resposta a estimulos nocivos e aumentou a atividade motora.

Doses baixas de THC foram utilizadas para estudar os efeitos a longo prazo de uma
concentracdo de THC nas fungdes cognitivas em ratinhos enquanto doses mais baixas
foram analisadas para estudar a aprendizagem espacial € memoria passado 3 semanas
apods a injecao com a substancia psicoativa. O tempo estabelecido foi de 3 semanas para
que nao houvesse qualquer influéncia de residuos de farmaco.

Foram realizados quatro experiéncias para evidenciar algum comprometimento
motor ¢ ambos os grupos (grupo de controlo e grupos de injecdo de THC) nao
apresentaram evidéncias significativas, no entanto foram detetadas diferencas
significativas nas curvas de aprendizagem em relagdo aos ratos injetados com THC a
curva era mais rasa e as laténcias de escape foram mais longas nos dias 3 em

comparacao com os ratinhos que foram injetados com veiculo. (Tselnicker et al., 2007)
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Figura 16: Laténcia Média (Tselnicker et al., 2007)

No teste final das sondas, avaliou-se o nimero de cruzamentos com o local onde

tinha estado a plataforma.
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O grupo injetado com THC apresentou uma pontuagdo mais baixa (2,95)
comparativamente ao grupo de controlo (2,05).

A eficiéncia na aprendizagem e memdria induzida por THC foi reduzida, mas
reprodutivel.

O efeito do THC no teste do Labirinto de Agua de Morris, provocou uma

desaceleracdo na aquisi¢ao da tarefa. (Tselnicker et al., 2007)
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Figura 17: Ensaio com Sonda (Tselnicker et al., 2007)

Na andlise dos défices cognitivos, verificou-se que 4 meses a seguir a injecdo de uma
unica dose de 0,001 mg/Kg de THC, os ratinhos apresentaram um menor desempenho
no teste de Labirinto de Agua de Morris, embora estatisticamente ndo tenha sido
significativo.

Podemos constatar que uma unica injecdo de uma ultra-baixa dose de THC para
ratinhos pode ter efeitos negativos nas suas fung¢des cognitivas por um tempo
prolongado.

Constata-se que uma dose elevada de canabindide administrada antes ou depois de
uma lesdo ira ter fungdes neuroprotetoras.

Tratamentos cronicos com canabindides podem causar défices cognitivos devido a
exposi¢ao do cérebro a pequenas concentragdes do farmaco lipofilico por um tempo
prolongado.

Através de uma ressonancia magnética funcional (FMRI) os utilizadores de
canabindides podem compensar défices cognitivos sutis, no entanto had que ter em
considera¢do o potencial terapéutico das drogas canabindides a longo prazo. (Herring,
Schaefer, Gudelsky, Vorhees, & Williams, 2008; Jager, Kahn, Van Den Brink, Van Ree,
& Ramsey, 2006; Y. Sarne & Keren, 2004)
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6. Novos modelos de Avaliacao de substincias neurotoxicas

6.1. Polimeros de Hidrogéis em modelos de tecidos 3D

—~

Polymer backbone
{e.g.. natural_ synthetic, Biomedical
and semisynthatic) 3D encapsulation | applications Engineered tissues
_— PP Drug screening platform
[ @ Toxicity test platform
(via chemical/physical ® _ 9 — Study of basic cell biology
. crosslinking reaction) ® .
. ® @
, Tissue regenerative medicine!
Ti:;QIGT cells 3D e:g;:eereld tissue “"Uf'ﬂs Alternatives to animal models!
(o5 adult, progenitor, (o.g.. vessle, skin, tumor, liver, oz '
and stem cells) kidney, pancreatic istel. cardiac lissue models) Better clinical outcomes!
Hydrophilic chain = Cell-adhesion site ¥ Receptor
=== Proteclytic degradable site W Integrin Soluble factor

Figura 18: Modelos de tecidos em3D para uma ampla gama de campos de investigacio. (Park &

Park, 2016)

Os modelos de células em 3D sdao formados por encapsulagdo de células alvo, através
de reacoes de reticulagao.

Estas sofrem um encapsulamento dentro de hidrogéis e sao uma técnica que consiste
em apresentar um ambiente que melhor representa as condigdes in vivo, tornando-se
assim uma técnica bastante importante na cultura de células no desenvolvimento de
construcao de tecidos.

Hidrogéis poliméricos sintéticos sao redes de inchaco-agua que podem ser
desenvolvidas para se tornarem estaveis, nas matrizes de hidrogel, sdo incorporadas
zonas proteoliticas, através de mecanismos de hidrolise ou proteolise para se
degradarem, por¢des de adesdo celular e moléculas que ligam os fatores de crescimento,
necessario para suportar o crescimento celular dentro das matrizes. S@o varios os
polimeros a serem estudados para serem aplicados tais como poli (etileno glicol) e 4dcido
hialurénico.

Contudo, o polimero torna-se mais funcional com grupos que sejam reativos tais
como metacrilatos ou acrilatos, composto que sdo capazes de sofrer reticulagdo por

diversos mecanismos. (Park & Park, 2016)
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Recentemente, os polimeros de hidrogéis tém sido largamente utilizados em
investigacdes, tais como na medicina regenerativa, biossensores ¢ em sistema de

detecdo de drogas (Manuscript, 2010; Seliktar, 2012; Tomatsu, Peng, & Kros, 2011)

Matrizes extracelulares (ECM) s3o importantes no crescimento celular, diferenciagdo
e migragdo para os tecidos de origem.

Sao constituidas por proteinas estruturais, polissacarideos e por fatores soluveis.

Estes modelos de tecidos em 3D apresentam semelhangas com os ECM, criando-se

microambientes extracelulares artificiais em 3D. (Manuscript, 2010)

== Hydrophilic chain

=== Proteolytic degradable site
- Cell-adhesion site
fi Integrin
¥  Receptor

Soluble factor

Figura 19: Modelos de tecidos em 3D(Park & Park, 2016)

Como vantagem este tipo de modelo apresenta uma alternativa aos modelos animais
e em modelos de cultura tradicionais 2D de testes de toxicidade, em testes de eficacia de
um farmaco, assim como em testes de triagem aplicados em tecidos saudaveis e
patologicos. (Francia & Kerbel, 2010)

Novos modelos de estudo de cultura de células de mamifero sdo cada vez mais
necessarios e uteis no estudo da sua fisiologia celular.

Atualmente a medicina regenerativa procura modelos inovadores ao nivel dos
tecidos de substitui¢do € em crescimento.

A cultura de células bidimensionais (2D) tem sido bastante utilizado na cultura de
células in vitro, no entanto descobriu-se novos estudos que demonstraram que as células
comportam-se na sua forma mais natural, nativa quando cultivadas em ambientes

tridimensionais.
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Na cultura celular tridimensional (3D), recorreu-se ao uso de hidrogéis sintéticos e
naturais.

Os hidroggéis sintéticos incorporam sinais bioquimicos e os hidrogéis mecanicos sdo
utilizados para simular uma matriz extracelular nas suas condigdes originais.

A cultura de células de mamiferos in vitro permitem estudar a fisiologia celular assim
como as suas fisiopatologias, recorrendo a métodos bidimensionais (2D). Trata-se de
um método feito por uma cultura de populagdes de células individuais em substratos
bidimensionais (2D), esses substratos utilizados sdo polistireno para cultura de tecidos
ou uma superficie de analogos de tecido.

Experiéncias efetuadas com modelos de estudo bidimensionais sdo utilizados para
compreender e interpretar a base de fendmenos bioldgicos complexos.

Estudos in vitro demonstram que normalmente as células muitas vezes exibem um
comportamento nao natural quando estas sdo cortadas a partir de tecidos de origem
tridimensionais (3D) e confinados apenas a uma monocamada. (Engler, Rehfeldt, Sen,

& Discher, 2007)

6.2. Modelos de tecidos neuronais

Um outro estudo em desenvolvimento e bastante promissor ¢ o desenvolvimento de
um designado “cérebro humano”. Trata-se de estruturas de pequenas dimensdes com
neuronios, células de vasos sanguineos que sao organizadas de forma que se assemelhe
a um cérebro humano de reduzidas dimensdes.

A utilizagdo destes organelos sdo importantes na medida que permitem testar a
toxicidade de variadas substancias.

O ser humano esta rodeado de substancias quimicas e artificiais, das quais interage
diariamente, tais como, substancias poluentes, compostos quimicos inseridos nos
alimentos, entre outros compostos que tém um efeito negativo sobre a saide do Homem.

Uma equipa de investigadores, a partir de células estaminais humanas, desenvolveu
os organelos, que se assemelham em parte a complexidade do cérebro humano. Através
destas estruturas, consegue-se assim identificar a neurotoxicidade das vdrias
substancias.

Muitos dos modelos atuais que sdo usados para avaliar e testar os farmacos,
apresentam taxas de sucesso baixas, pois muitos dos efeitos de toxicidade ndo tinham

sido identificados durante os testes realizados em animais.
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Com o desenvolvimento ¢ a evolugdo das industrias, sd3o mais as substancias
quimicas a que o Homem estéd exposto, sendo uma preocupacdo bastante presente sobre
quais os seus efeitos na satde mental. O cérebro ¢ um Orgdo bastante sensivel a
agressdes toxicas, principalmente durante o seu desenvolvimento, ¢ de extrema
importancia assim analisar e estudar novos modelos para que possamos, de certa forma,
prevenir e conhecer os seus efeitos.

Para contornar algumas das limitagdes dos modelos atuais para testar a
neurotoxicidade, criaram-se organelos através de diferentes caracteristicas de células
humanas no cérebro.

Estes modelos de tecidos neuronais vao apresentar caracteristicas semelhantes a
fisiologia humana, sendo modelos mais fidedignos para prever a toxicicidade em
comparacdo com os modelos animais.

Este modelo consiste numa matriz de gel, onde a partir de células estaminais
humanas, se produzem as células necessarias e uteis para se colocarem na matriz de gel.
A obtengdo de células a partir de células estaminais humanas ¢ devido ao facto que ¢
durante o desenvolvimento do embrido que estas t€ém a capacidade de se diferenciar em
diversos tipos de células.

A sequéncia utilizada pelos investigadores foi colocar células progenitoras de células
nervosas, cé¢lulas vasculares (responsaveis por formar os vasos sanguineos) e por fim as
células progenitoras da glia, que consiste num tecido que ¢ responsavel por dar suporte
as células nervosas. Desta forma os tecidos vao sendo construidos passo a passo, até se
obterem os organelos necessarios.

Realizaram-se diferentes testes com a aplicacdo de um elevado namero de
substancias quimicas, nos diferentes nos organelos, sendo que certas substancias eram
neurotdxicas e outras nao.

Através de um programa de computador que previa a neurotoxicidade de uma
substancia, obteve-se um perfil que indicava qual era a reacdo dos organelos as
substancias toxicas.

No entanto ¢ um modelo ainda em estudo, ainda experimental, ¢ necessario
aperfeicoa-lo e analisar todas as caracteristicas que um cérebro possui, nomeadamente a
barreira hematoencefalica, sendo um fator a estudar pois impede que muitas substancias

nao passem do sangue para o tecido nervoso.
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4

E importante através de novos estudos de modelos que haja uma complementacao
com os modelos tradicionais para assim alcangar testes eficazes. (Bae et al., 2010;

Chambers, Mica, Studer, & Tomishima, 2011; “in Silico,” 2014)
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VI. Conclusao

Os modelos de avaliagdo de area da toxicologia sdo multiplos, ¢ um universo muito
grande, tratando-se de areas sempre em constante evolu¢do e mudanga.

As metodologias disponiveis para a identificagdo dos efeitos comportamentais de
uma exposicdo sdo apenas um dos aspetos que se devem ter em conta na estratégia de
avaliagdo da exposicdo a substancias quimicas.

E importante ter em consideragdo outros fatores que contribuem para a expressio da
neurotoxicidade comportamental e cruzar com dados de estudos neuroquimicos, de
neurofisiologia e neuropatologia, para se obter uma correta avaliacao do risco.

Por ser uma 4rea em grande expansdo, atualmente, muitas questdes toxicologicas nao
sdo totalmente esclarecidas.

Nesta monografia foram dados a conhecer alguns modelos de avaliagdo que existem
ao nivel da atividade motora e sensorial, assim como das fung¢des cognitivas,
nomeadamente a aprendizagem e memoria.

De entre uma diversidade de modelos existentes, realgcaram-se particularmente os
modelos de avaliagdo das fungdes cognitivas, tal como, o modelo do Labirinto de Agua
de Morris sendo um modelo bastante especifico para avaliar os efeitos das doencas
neurodegenerativas, destacando-se a Doenca de Alzheimer, assim como o efeito do
tratamento de um farmaco ao nivel desta neuropatologia.

Foram apresentados estudos in vivo e in vitro realizados em ratos controlo e
transgénicos. Testes comportamentais foram realizados nos ratos transgénicos mais
velhos (9 meses), tratados com o fArmaco acido valproico.

Apesar de se observar uma diminuicdo significativa na formagdo das placas
neuriticas, contudo ndo houve diferencas significativas na laténcia de escape e no
comprimento do percurso, nos ensaios de plataforma escondida entre os grupos de
tratamento e de controlo, embora nos ratos duplamente transgénicos, expostos ao
tratamento com VPA, se tenha verificado um ligeiro melhor desempenho nos testes de
plataforma escondida.

Os testes in vitro demonstraram a eficacia do tratamento com VPA em fases iniciais
e tardias, contudo apds uma deficiéncia cognitiva este tratamento ndo € eficaz, sO

atuando nas fases precoces da doenca, melhorando-as.
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Um outro estudo apresentado, utilizando o mesmo modelo de avaliagdo, Labirinto de
Agua de Morris, foi realizado com uma substancia psicoativa, A’-Tetra-hidrocanabinol,
para testar a relacdo entre doses ultra baixas de THC e os seus défices cognitivos a
longo prazo em ratinhos.

Virios estudos estdo ainda a ser realizados em modelos animais, para analisar os
efeitos de uma dose baixa de THC no ser humano e as suas propriedades
neuroprotetoras e neurotoxicas. £ de notar que doses administradas por um longo
periodo de tempo, tém efeitos significativos nas funcdes cognitivas, provocando
alteracdes ao nivel da memoria e aprendizagem.

Os testes realizados em modelos animais, por vezes podem tornar-se incoerentes ou
insuficientes, mesmo que o funcionamento do organismo seja idéntico, uma vez que
podem ocorrer determinadas reagdes a substancias ou determinados fatores que se
manifestam de forma especifica em cada unidade experimental, impedindo assim que
certos dados e informagdes possam ser extrapoladas. Assim, ha uma a necessidade
constante de investigar novos modelos de avaliagdo de substancias neurotoxicas. O
modelo de tecidos em 3D e os modelos de tecidos neurais sdo modelos recentes e
movadores, € constituem um modelo alternativo ao modelo com animais.

Possuem caracteristicas que se aproximam mais do real funcionamento de um
organismo vivo, sendo aplicdvel a uma ampla gama de investigacdes e, como tal, serdo

modelos experimentais de grande futuro.
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