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RESUMO

O Manganés (Mn) é um metal essencial extremamente importante para 0s
sistemas bioldgicos. Contudo, a exposicdo excessiva a0 Mn causa
toxicidade a diversos 6rgdos/sistemas, incluindo o sistema nervoso
central (SNC). O excesso de Mn pode levar a sindrome conhecida como
manganismo, uma condi¢do neuropatolégica em que alguns sintomas se
assemelham a aqueles encontrados na doenca de Parkinson (DP)
idiopéatica. Apesar das similaridades entre ambas as condi¢des, ha eventos
especificos relacionados a intoxicagdo por Mn, dentre os quais destaca-se
perda neuronal e gliose no globo palido (GP) e estriado. O objetivo deste
estudo foi investigar os possiveis efeitos neurotdxicos da exposicdo ao
MnCl; em um modelo experimental em ratos Wistar de 3 meses de idade,
0 qual baseou-se na administracdo de 4 inje¢des intraperitoneais de uma
solucdo de MnCl; (dose de 25 mg/kg), sendo administrada uma injecéao
por dia nos dias 1, 3, 5 e 7. Além disso, objetivou-se avaliar a potencial
reversibilidade desta toxicidade através da realizacdo de testes
comportamentais, bioguimicos e imunohistoquimicos 24 h
imediatamente ap0ds a Ultima exposi¢do ao MnCl; (dia 8), assim como
depois de um periodo de laténcia de 30 dias. Vinte e quatro h apds a Gltima
exposi¢do ao Mn, observou-se uma significativa reducdo no nimero de
cruzamentos e levantadas no teste do campo aberto e um significativo
aumento no namero de resvaladas no teste do beam walking nos ratos
tratados com MnCl, quando comparados com animais do grupo controle.
N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos nos niveis estriatais de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), tidis ndo-proteicos
(NPSH), na atividade das enzimas antioxidantes glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD), nem na
atividade dos complexos | e Il da cadeia respiratéria mitocondrial. A
imunorreatividade para a enzima tirosina hidroxilase (marcadora de
neurdnios catecolaminérgicos, TH) diminuiu significativamente no
estriado dos animais expostos ao Mn 24 h ap6s o tratamento, tendo sido
normalizada apds a laténcia de 30 dias. Os niveis da proteina acida fibrilar
glial (GFAP) foram significativamente aumentados apenas no globo
palido (GP) dos animais expostos a0 Mn somente aos 30 dias apds o
tratamento. N&o houve diferenga na imunorreatividade para a enzima
glutamato descarboxilase (marcadora de neurdnios GABAérgicos, GAD
65). A reversdo dos danos motores e da imunomarcagdo da TH revelam
que ha uma potencial reversibilidade que se segue ap6s o término da
exposicdo ao MnCl,. Conclui-se que o desenho experimental deste
trabalho se mostrou um bom modelo para se estudar os mecanismos que



levam ao manganismo, ap6s uma intoxicacdo aguda por MnCl.. Ainda, a
gliose reativa (aumento da reatividade da GFAP) observada no GP aos 30
dias apdés a exposicdo sugere a existéncia de um processo
reativo/inflamatorio tardio, o qual poderia ser responsavel por eventos
neurodegenerativos tardios decorrentes da exposi¢do ao Mn.

Palavras-chave: Cloreto de manganés. Neurotoxicidade. Manganismo.
Estriado. Globo palido.



ABSTRACT

Manganese (Mn) is an essential metal extremely important for
biological systems. However, the exposure to excessive Mn causes
toxicity to various organ/systems, including the central nervous system
(CNS). Importantly, excessive exposure to Mn can lead to the syndrome
known as manganism, a neuropathological condition whose symptoms
are similar to those found in idiopathic Parkinson's disease (PD). Despite
the similarities between both conditions, there are specific events linked
only to Mn intoxication such as neuronal loss and gliosis in the globus
pallidus (GP) and striatum. The aim of this study was to investigate the
potential neurotoxic effects of exposure to MnCl; in an experimental
model with adult (3 months) rats, based on the administration of 4
intraperitoneal injections of MnCl, (dose of 25 mg/kg), being
administered at days 1, 3, 5 e 7. In addition, we aimed to evaluate the
potential reversibility of such toxicity by using behavioral, biochemical
and immunohistochemical tests 24 hours immediately after the last
exposure to MnCl; (at day 8), as well as after a 30 days latency period .
Twenty-four h after the last Mn injection, there was a significant
reduction in the number of crossings and rearings in the open field test, as
well as a significant increase in footslips in the beam walking test on rats
treated with MnCl, when compared to the control group. There were no
significant differences in the striatal levels of thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), nonprotein thiols (NPSH), in the activity of
antioxidant enzymes glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase
(GPx) and superoxide dismutase (SOD), as well as in the activities of
complex | and Il of the mitochondrial respiratory chain. Tyrosine
hydroxilase (a marker of catecholaminergic neurons, TH)
immunoreactivity decreased in the striatum of Mn exposed rats at 24 h
after treatment, but it returned to control levels after the latency period.
The glial fibrillary acidic protein (GFAP) levels increased only in GP at
30 days after Mn exposure. There was no difference in the
immunoreactivity for glutamate decarboxylase (a marker of GABAergic
neurons, GAD 65). The absence of the motor impairment and changes in
TH immunostaining at 30 days after Mn exposure revealed the
reversibility of symptoms triggered by MnCl. exposure. We conclude that
the experimental design of this study represents a useful strategy to study
the mechanisms that lead to manganism, especially after an acute
exposure to MnCl,. Moreover, the observed reactive gliosis (increased
GFAP reactivity) in the GP at 30 days after Mn exposure suggests the



occurrence of delayed reactive/inflammatory processes, which could be
responsible for neurodegenerative events following Mn exposure.

Keywords: Manganese chloride. Neurotoxicity. Manganism. Striatum.
Globus pallidus.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Transporte do Mn para dentro do CErebro..........ccovvveveerverieneniennes 20
Figura 2: Regido afetada pela DP..........c.covevevereriesesneeeseee e e e seeneens 23
Figura 3. Regides afetadas pelos manganismo............c..ccoeeeeverrirerererereerenenes 25
Figura 4. Diagrama de VENN.........ccceeeririenieiinienie et 26
Figura 5. Linha do tempo experimental.............cccccoevvveveieneninniennennn, 36
Figura 6. Efeitos do MnClz no peso corpdreo de ratos apds 24 h e 30 dias de
LU L 1) 010 T PP PUPRP 43
Figura 7. Efeitos do MnCl no niimero de cruzamentos e de levantadas em ratos
24 h e 30 dias apds tratamento..........cccueveirieriirieeie e stee e e s e e e sree e e e snreeeeneeeeas 44
Figura 8. Efeitos do MnCl: no teste do beam walking em ratos 24 h e 30 dias
APOS TrAtAMENTO. ... ..cvevcvevctceiii ettt b e bt e snte e snaeesne e e nrneenreeenes 46
Figura 9. Efeitos do MnCl. nos niveis estriatais de TBARS de ratos 24 h e 30
dias apOS O trAtAMENTO. ........oeiieeeii et e 48
Figura 10. Efeitos da exposi¢do do MnCl2 sobre a imunomarcagéo da TH no
estriado de ratos 24 h e 30 dias apds 0 tratamento...........c..ccvveeervveeerivveeennnn 51/52
Figura 11. Efeitos da exposigdo ao MnCl. sobre a imunomarcagéo da TH no
GP de ratos 24 h e 30 dias apOs 0 tratameNnto...........cveveerueerveeieseeseenieeneas 52/53
Figura 12. Efeitos da exposi¢do do MnCl sobre a imunomarcagéo do GFAP no
estriado de ratos 24 h e 30 dias ap0s 0 tratamento..........ccoceevrvrceerrieessieee s, 54
Figura 13. Efeitos da exposi¢do ao MnCl. sobre a imunomarcagéo do GFAP no
GP de ratos 24 h e 30 dias apos 0 tratamento...........c.cevvrveererieeririeeseeseseesiereens 55

Figura 14. Efeitos da exposigio ao MnCl: sobre a imunomarcago do GAD no
estriado e no GP de ratos 24 h e 30 dias ap6s 0 tratamento.............ccvervveenee. 56/57






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Modelos experimentais encontrados na literatura.............c...coe.... 39
Tabela 2. Efeitos do MnCl; no teste do rotarod em ratos 24 h e 30 dias ap6s
LU 1 0T (o T PP PRPPR PP 45
Tabela 3. Efeitos do MnCl; no teste do grid em ratos 24 h e 30 dias apds
L1 L= 1001 01 (0 TSR 47
Tabela 4. Efeitos do MnCl nos niveis estriatais de NPSH 24 h e 30 dias apds
tratamENtO BM FALOS. ......civerivreeesiirie s sibee et e ettt e b e e s eb e e e 48
Tabela 5. Efeitos do MnCl2 na atividade do complexo | e Il estriatal em 24 h e
30 dias ap0s tratamento €M FAL0S.......cccevrrrireriiririiree e srrrrre e s e sennes 49
Tabela 6. Efeitos do MnCl: na atividade da GR e GPx estriatais em 24 h e 30
dias apos tratamento BM FAL0S.........ueerveerreerrrerrrereeeseeeesreeenreeereesneeesseeenses 50
Tabela 7. Efeitos do MnCl na atividade da SOD estriatal em 24 h e 30 dias ap6s
Tratamento BM TALOS.......couiiiieiiie ittt e et ar e neree e 51

Tabela 8.Efeitos da exposicdo do MnCl. sobre a imunomarcagéo da GAD 65 no
estriado e GP de ratos 24 h e 30 dias apds 0 tratamento...........cccceevveeeriiveeerinenn. 56






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP: Adenosina trifosfato

BHE: Barreira hematoencefalica

DA: Dopamina

DAérgico: Dopaminérgico

DP: Doenga de Parkinson

DPI: Doenca de Parkinson idiopéatica

DTNB: 5,5 -ditiobis-(2-Acido Nitrobenzdico)
EROs: Espécies reativas de oxigénio

GABA: Acido gama-aminobutirico

GABAérgico: Neurénio GABAérgico

GAD 65: Glutamato descarboxilase 65

GFAP: Proteina glial fibrilar acida

GP: Globo palido

GPx: Glutationa peroxidase

GR: Glutationa redutase

GSH: Glutationa reduzida

GSSG: Glutationa oxidada

HEPES: Acido N-2-Hidroxietilpiperazina-N'-2-Etanosulfonico
I.p.: Intraperitoneal

MDA: Malondialdeido

Mn: Manganés

MnCl;: Cloreto de manganés

MMT: Tricarbonil metilciclopentadienil de manganés
NaCl: Cloreto de sédio

NADH: Dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo 2'-fosfato reduzido
NPSH: Tiois ndo-protéicos

PBS: Tampao fosfato salina

PFA: Paraformaldeido

SNC: Sistema nervoso central

SNpc: Substancia negra pars compacta

SOD: Superoxido dismutase

TBA: Acido 2-tiobarbiturico

TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbitirico
Tf: Transferrina

TH: Tirosina hidroxilase


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n1630?lang=xx
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/t5500




SUMARIO

LINTRODUGAO ......c.ooiiiieieeeeeeeesteeee et 19
1.1 O MANGANES E SUA ATUAGCAO NO ORGANISMO .......cccoorvrrrene 19
1.2 EXPOSICAO E TOXICIDADE CEREBRAL DO MN .......cccccooovmrirrinnnne 20
1.3 DOENGA DE PARKINSON........ooorvriierinreineessessiosseessesssessssssinssessesnsenes 23
1.4 MANGANISMO ... ansnss s 24
1.5 DP X MANGANISMO .....oovvorierecieeieeiessessesissies s 26
1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS COM MN ......coooovvrinrinreriseeesresseenienes 27
2. JUSTIFICATIVA ..ottt 31
3. OBIETIVOS ...t 33
3.1 OBIETIVO GERAL: ... seseessesies s sas s snnoan 33
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: .....oveeeeeeeeveieteeteeeese s eeetestesee s sesaesaene s 33
4, MATERIAIS E METODOS.......cooivieieeeeveeeeeeeseeeseee s 35
4.1 REAGENTES E ANTICORPOS.......cooveieceereeeeeeeeeeeeeeseeseseeeesseseenesniens 35
4.2 ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL .....coovvrverieeeeeierenisnias 35
4.3 ANALISES COMPORTAMENTAIS .....coooiviererieeeeeeceeseeses e, 36
4.4 PREPARACAO TECIDUAL PARA ANALISES BIOQUIMICAS............ 38
45 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO
ACIDO TIOBARBITURICO .....ooooveeioeeeeeeeeeeeee e 38
4.6 TIOIS NAO-PROTEICOS (NPSH)......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeee s 38
4.7 ATIVIDADES DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA .......39
4.8 ENZIMAS ANTIOXIDANTES .....oooveveeeceeieeeeseeseeeeeeeesssseeeesssseenesneens 39
49 PREPARACAO DO TECIDO PARA AS ANALISES IMUNO-
HISTOQUIMICAS .......oovieeeeeseteeete et sess s 40
4.10 ANALISES ESTATISTICAS . .....ocveeeeeeeeeeteeteeteee e teessssesee s senaenanens 41
5. RESULTADOS........coooiiieieeeeeeeeeeee et 43
5.1 AVALIACAO DO PESO CORPOREO APOS TRATAMENTO COM
IMINCL2 .o s e 43



5.3 ANALISES BIOQUIMICAS APOS TRATAMENTO COM MNCL;....... 47
5.4 ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA APOS

TRATAMENTO COM MNCL2.uuiiiiiiiiiiiiiiie ettt 49
5.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES APOS TRATAMENTO
COM MNC L2 ittt e e s ba e e s sabee s s eabaeesnes 50
5.6 IMUNO-HISTOQUIMICA APOS TRATAMENTO COM MNCL........... 51
6. DISCUSSAO.......ooeeieieeeieeeee e snes sttt 59
7. CONCLUSAOQ ..ottt sses st 65

8. REFERENCIAS ........ooooieieieieeeeesee s 67



19

1.INTRODUCAO
1.1 O MANGANES E SUA ATUACAO NO ORGANISMO

O manganés (Mn) foi descoberto no século 18, por Carl Wilhelm
Scheele (ANDRUSKA e RACETTE, 2015), e é o décimo segundo
elemento mais comum na natureza (CHEN et al., 2015). E um elemento
essencial extremamente importante para os sistemas bioldgicos, sendo
requerido no crescimento normal, desenvolvimento e homeostase celular
(ASCHNER et al., 2009), (CHTOUROU et al., 2010). De particular
importancia, no sistema nervoso central (SNC), o Mn atua como cofator
de diversas enzimas, dentre elas estdo a arginase, piruvato carboxilase
(CHEN et al., 2015), superoxido dismutase, glutamina sintetase e outras
envolvidas na sintese e metabolismo de neurotransmissores (GOLUB et
al., 2005).

No que diz respeito ao seu metabolismo no organismo, sabe-se
gue apenas em torno de 5% da quantidade ingerida deste metal é
absorvida, sendo o restante excretado nas fezes (ROTH, 2009). Andruska
e Racette (ANDRUSKA e RACETTE, 2015) relataram que a por¢éo de
Mn absorvida, que ndo € utilizada no metabolismo enzimatico, segue uma
rota diferente, passando pelo metabolismo de primeira-passagem, tendo
entdo, a bile como destino final.

Segundo Aschner e Aschner (ASCHNER e ASCHNER, 1991),
ap0os o0 consumo, pressupde-se que 0 Mn seja absorvido e direcionado a
circulacio porta (Fig. 1), com estado de oxidacdo 2*. No plasma, 0 Mn?*
se ligaria a a2-macroglobulina ou albumina. Contudo, ainda no figado,
uma infima fracdo pode ser oxidada pela ceruloplasmina a Mn catiénico
trivalente (Mn®"). Nesse estado, ele adentraria na circulagio sistémica,
conjugado a transferrina (TT) plasmatica.

Conjugados de Mn-Tf sdo internalizados pelos neurénios, lugar
este que o complexo se dissocia (ASCHNER e ASCHNER, 1991). Os
niveis de Mn no SNC sdo regulados por diversos mecanismos de
transporte, dentre os quais destaca-se o sistema de Tf/receptor de Tf
(CORDOVA et al, 2012). A neurotoxicidade do Mn esta,
presumivelmente, relacionada a disponibilidade de Mn®*" na circulagéo
sistémica e a sua taxa de transporte através da barreira hematoencefalica
(BHE) (ASCHNER e ASCHNER, 1991).

Em humanos, o Mn atravessa a BHE tanto nos adultos quanto nos
fetos e criangas (ASCHNER e ASCHNER, 1991). Quando inalado, 0 Mn
presente nos pulmdes é absorvido e entdo direcionado a circulagdo
sistémica, esquivando-se do metabolismo de primeira-passagem. Assim,
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0 Mn ¢é transportado pelo sangue e atravessa, prontamente, a BHE
(ANDRUSKA e RACETTE, 2015).

Estruturas encefélicas contém, normalmente, uma pequena
quantidade de Mn. Em altas concentracGes, esse metal pode provocar
doenca cerebral irreversivel, com distdrbios psicoldgicos e neuroldgicos
proeminentes (ASCHNER e ASCHNER, 1991). Portanto, apesar de
essencial, a exposicao excessiva ao Mn pode causar toxicidade a diversos
orgaos/sistemas (ROTH, 2009), incluindo o SNC (RAMA RAO et al.,
2007).

Barreira Hemato-
Encefalica

Sistémica Fig. 1: Transporte do

Mn para dentro do
cérebro. Metabolismo
Mn?* oy -macroglobulina proposto para 0

Mn™*-Albumina transporte de Mn?* em
Mo Tf mamiferos (as setas
ndo estdo em escala).

Circulagio

- \‘“":f TF: transferrina.
Mo b Mo’ Adaptada de Aschner e
pela
Ceruloplasmina Aschner (ASCHNER e
&l ASCHNER, 1991).
4\‘{%1
Hepatocito

Circulacio Porta

Trato
Gastrointestinal

1.2 EXPOSICAO E TOXICIDADE CEREBRAL DO MN

Os seres humanos séo expostos ao Mn pela via alimentar, através
do uso de drogas que contém Mn, como a efedrona (SIKK et al., 2011) e
exposi¢do respiratoria (MARTINEZ-FINLEY et al., 2013). A absorcéo
pulmonar e o transporte de particulas de Mn através do bulbo olfatério
podem levar a deposicdo de Mn no estriado, além de conduzir a
inflamacéo do epitélio nasal (ROTH, 2009).
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Quimicamente, 0 Mn coexiste nas formas organica e inorganica.
Na forma inorgéanica, ele € mais comum no ambiente, e é utilizado no
branqueamento téxtil, na industria de ferro, aco, e pilhas (BOUABID et
al., 2015). Uma das formas mais importantes de exposi¢do a este metal
relaciona-se ao alto contato de mineradores com o mesmo, além de
indUstrias que produzem baterias, aluminio e soldagem (ASCHNER et
al., 2009). Ja na forma organica, 0 Mn esta presente em fungicidas, a
exemplo do Maneb, e em agentes de contraste na ressonancia magnética
(BOUABID et al., 2015).

No entanto, para o restante da populag¢do, o maior contato se da
pela ingestdo de agua de poco que possua elevados niveis de Mn e,
possivelmente, pelo Mn liberado na atmosfera como resultante da adigdo
de tricarbonil metilciclopentadienil de manganés (MMT) a gasolina
(ASCHNER et al., 2009).

Ainda, a alimentagdo parenteral representa uma importante
forma de exposicdo ao Mn, principalmente em recém-nascidos
(ERIKSON et al., 2007). Neste contexto, salienta-se que os cérebros de
neonatos ou que estdo em desenvolvimento sdo 0s mais suscetiveis a
toxicidade do Mn. Além do mais, a absorcéo intestinal do metal é maior
na primeira semana de vida, decaindo constantemente com a idade. Tais
fatores contribuem para um risco maior de neurotoxicidade para recém-
nascidos quando expostos ao excesso do metal (MOLINA et al., 2011).

Rama Rao e cols. (RAMA RAO et al., 2007) demonstraram que
a exposicdo excessiva ao Mn pode levar a efeitos prejudiciais ao SNC. A
exposicdo a altos niveis de Mn pode ocasionar disfungdo motora
extrapiramidal e psiquiatrica severa, similar a encontrada na doenca de
Parkinson (DP) (HAMAI e BONDY, 2004).

O acumulo desse metal no cérebro pode gerar sintomas
caracteristicos da doenca, como irritabilidade, labilidade emocional e
alucinacgdes, sendo que estes aparecem meses antes das desordens do
movimento (HAMAI e BONDY, 2004), tais como bradicinesia, rigidez
(MA et al., 2015), tremor de repouso e instabilidade postural
(GUILARTE, 2010). Esses quatro sintomas motores sdo tipicos do
parkinsonismo, e estdo presentes em até 15% dos trabalhadores expostos
ao Mn (RACETTE, 2014). Parkinsonismo, apesar de ser uma expressao
clinica, delineia sintomas ligados a disfuncdo dos ganglios basais
(CERSOSIMO e KOLLER, 2006).

O Mn possui afinidade por neuromelanina, pois esta é capaz de
interagir com metais pesados (ZECCA et al., 2001). Desse modo, regides
que contém neuromelanina e sdo ricas em neurdnios dopaminérgicos
(DAérgicos), como os ganglios basais e o globo palido (GP) (LUCCHINI,
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MARTIN e DONEY, 2009), acumulam o Mn de forma bastante intensa
quando comparadas a outras estruturas.

Alguns estudos indicam que a intoxicagdo por Mn resulta em
perda neuronal e gliose estriatal e no GP (MORELLO et al., 2008). Isso
estd em conformidade com Eng e cols (ENG, GHIRNIKAR e LEE, 2000)
e Peres e cols. (PERES et al., 2015), os quais afirmam que animais
expostos ao Mn apresentam um aumento da expressdo da proteina glial
fibrilar &cida (GFAP), a qual relaciona-se diretamente com a ativagdo de
astrocitos. Os astrdcitos sdo células que, além de desempenhar inimeras
fungdes metabolicas e de suporte, ajudam a compor um sistema imune
restrito ao SNC (CHIN-CHAN, NAVARRO-YEPES e QUINTANILLA-
VEGA, 2015). Esse tipo celular merece destaque nos estudos referentes a
exposicdo ao Mn visto que sdo alvos precoces da sua toxicidade (EXIL et
al., 2014), devido a sua grande capacidade de acumular o metal
(GONZALEZ et al., 2008).

Neurdnios glutamatérgicos e GABAérgicos sdo outros tipos
celulares que sdo dignos de estudos, visto que grande parte da demanda
do metabolismo energético no SNC € voltado para a neurotransmisséo
excitatoria e inibitoria, respectivamente. Neste contexto, hd evidéncias
sugerindo que 0 prejuizo nos mecanismos dos movimentos com a
exposicdo crbnica ao Mn se daria pela alteracdo astroglial e no
metabolismo neuronal associado aos neurdnios glutamatérgicos e
GABAérgicos (BAGGA e PATEL, 2012). De fato, pesquisas retrataram
que o sistema GABAGérgico estriatal também pode estar envolvido em
déficits locomotores apos a exposi¢do ao Mn (YANG et al., 2011).

Alguns estudos indicam que, se houver um desajuste nas
neurotransmissdes glutamatérgicas e/ou GABAErgicas, esse pode ser um
importante componente para que se explique a neurotoxicidade do Mn
(BURTON et al., 2009). Tal qual afirma Burton e cols (BURTON et al.,
2009), a exposicao a longo prazo de roedores ao Mn modifica os niveis
da glutamato descarboxilase (GAD), principal enzima que medeia a
transformacdo de glutamato em 4&cido gama-aminobutirico (GABA).
Ademais, estudos relataram ter identificado uma elevagéo substancial de
GABA estriatal apés a exposicdo ao Mn em roedores (YANG et al.,
2011).

Uma organela alvo da acdo do Mn é a mitocondria. De fato,
tanto em neurdnios, principalmente DAérgicos, quanto em astrdcitos, este
metal é rapidamente internalizado nas mitocdndrias, onde pode ligar-se
as proteinas da matriz mitocondrial. Deve-se enfatizar que o Mn interage
com proteinas envolvidas na fosforilagdo oxidativa mitocondrial,
causando alteracOes na sintese de ATP (BAGGA e PATEL, 2012). O Mn



23

também estimula diretamente a producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), afetando, assim, a cadeia transportadora de elétrons (EVREN et
al., 2015). Desta forma, o Mn afeta a fun¢do mitocondrial através da
inibicdo de transducdo de energia e da geracdo de radicais livres
(ZHANG, FU e ZHOU, 2004).

Sabe-se que o estresse oxidativo é consequéncia do aumento da
producéo de EROs e, portanto, supde-se que isso seja a base de toxicidade
neuronal induzida por Mn (EXIL et al., 2014). Neste contexto, sugere-se
que a neurodegeneracdo DAérgica decorrente da exposicao ao Mn tenha
0 estresse oxidativo como uma das causas principais (MCMILLAN,
1999; MARTINEZ-FINLEY et al., 2013) .

1.3 DOENCA DE PARKINSON

A DP é a doenga neuroldgica mais comum na vida adulta quando
se trata de desordens do movimento (GADOTH, 2002). Tal doenga parece
possuir diversos fatores desencadeantes, com destaque para os fatores
ambientais (MARRAS e GOLDMAN, 2011), sendo a exposi¢do
ocupacional a certos metais um fator que parece contribuir para o
desenvolvimento da DP idiopatica (DPI). Dentre tais metais, 0 Mn
presente na fumagca de industrias de soldagem representa um risco para 0s
trabalhadores que a aspiram (SRIRAM et al., 2015), aumentando o risco
de desenvolvimento da doenca.

Nicleo Caudado

Putamen

Globo Pilido

Substincia Negra

Nicleo Subtalimico

Fig. 2: Regido afetada pela DP. A principal &rea do cérebro afetada pela DP é a
SN.
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A DP afeta principalmente a area da substancia nigra (SN) (fig.
2), regido essa que possui conexdes com o caudado e com o putamen, e
tem o GP como continuidade anatdmica. Pode ser dividida em duas
partes: a por¢do compacta, rica em neurénios DAérgicos, e também onde
se encontra a neuromelanina; e a porgdo reticular, que concentra
neurbnios GABAérgicos. A SN faz conexdes com o tadlamo, e ambos
utilizam o GABA como neurotransmissor principal (NOLTE, 2008).

A DP ¢ assinalada pela perda de neur6nios DAérgicos da via
nigroestriatal, que é acompanhada por gliose (BATASSINI et al., 2015).
A perda DAérgica desencadeia uma cascata de eventos que altera o0s
circuitos nos ganglios basais, gerando a sintomatologia caracteristica da
doenga. Os principais sintomas séo tremores, bradicinesia e disturbios de
marcha (ORDONEZ-LIBRADO et al., 2010). Mas eles ndo estao restritos
apenas a natureza motora, visto que sintomas ndo-motores também
podem ocorrer, a exemplo de disfungdes autonémicas (YALCIN et al.,
2016). Além disso, segundo Melo, Barbosa e Caramelli, pacientes com
DP tém menor facilidade para exercer testes cognitivos, independente da
presenca de deméncia (MELO, BARBOSA e CARAMELLLI, 2007).

O principal tratamento medicamentoso empregado para
pacientes com DP é a levodopa (precursora de DA), que demonstra ter
efeitos positivos sobre complicagdes motoras (NAGASHIMA et al.,
2016). Quando o tratamento € iniciado precocemente, o paciente com DP
pode apresentar uma melhora abrupta nos sintomas. Contudo, conforme
a progressao da doenca, o processo patoldgico pode levar a incapacitacao
funcional mesmo com o tratamento medicamentoso (CARDOSO, 1995).

A DP ¢ a causa mais comum de parkinsonismo (CERSOSIMO e
KOLLER, 2006), o que corrobora com Cardoso (CARDOSO, 1995), o
qual cita que ela corresponde a cerca de 75% dos casos de sindrome
parkinsoniana (parkinsonismo). Esses distlrbios de movimento inerentes
a DP sdo progressivos e irreversiveis, repercutindo danos as estruturas
neuronais. Visto isso, sugere-se um vinculo entre a exposicao elevada ao
Mn ambiental e 0 aumento do risco de sintomas do tipo parkinsonianos
(MILATOVIC et al., 2009). Outra patologia que divide -certas
semelhancas com a DP é 0 manganismo.

1.4 MANGANISMO

A exposicdo ao Mn pode levar a uma sindrome bastante severa
neuroldgica denominada manganismo (MICHALKE et al., 2015). Foi
descrito pela primeira vez, em 1837, por James Couper. No Brasil, os
primeiros relatos ocorreram em 1966, em uma industria siderdrgica que
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produzia aco-liga de Mn, na qual 17 trabalhadores se intoxicaram. O
tratamento para intoxicacdo com Mn é feito por quelagdo com EDTA,
concomitantemente com a levodopa.

Evidéncias indicam que 0 manganismo € grave e progressivo e,
em grande parte, se assemelha com a DP (O'NEAL et al., 2014). Ele
comumente ocorre apos exposi¢des ao Mn resultantes, principalmente, da
inalacdo ocupacional exacerbada (ROBISON et al., 2015). Porém, essa
condicdo também pode ocorrer ap6s um grande consumo de dgua com
altos niveis de Mn (HAMAI e BONDY, 2004).

Nessa sindrome, o acimulo de Mn acontece, preferencialmente,
no estriado e no GP (MILATOVIC et al., 2009) (fig. 3). O estriado, que
é rico em neurdnios DAérgicos e GABAérgicos, representa o principal
nicleo de entrada das aferéncias que chegam aos ganglios da base e €
responsavel por controlar os movimentos grosseiros do corpo. J4 o GP é
rico em neurdnios GABAérgicos. E dele e da SN que saem as principais
eferéncias que se dirigem ao talamo, assim, o0 GP e a SN representam os
nucleos de saida das informagfes que transitam pelos ganglios da base
(MA, 1997) (FIX, 2008).

Nicleo Caudado

Globo Pilido

Substincia Negra

Nicleo Subtalimico

Fig. 3: Regibes afetadas pelos manganismo. As principais areas do cérebro
afetadas pelo manganismo s&o o estriado (nlcleo caudado + putdamen) e o GP.

O manganismo est4d associado a distirbios motores e
psicolégicos, além de ser caracterizada por sintomas do tipo
parkinsonianos, mas de forma distinta da DP (BAGGA e PATEL, 2012).
Sugere-se assim, um elo comum entre as duas doengas em questdo, visto
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que os sintomas extrapiramidais associados a0 manganismo muitas vezes
se sobrepdem com os observados na DP (ROTH e EICHHORN, 2013).

1.5 DP X MANGANISMO

Além do manganismo e da DPI apresentarem alguns sintomas
motores semelhantes (por exemplo: distonia, marcha lenta, rigidez e
hipocinesia), as exposi¢bes cronicas aos altos niveis de Mn também
podem causar disfuncdo psiquiatrica grave (HAMAI e BONDY, 2004).
Além disso, a DP e a neurotoxicidade induzida pelo Mn tém em comum
0s danos mitocondriais e o0 estresse oxidativo (SIDORYK-
WEGRZYNOWICZ e ASCHNER, 2013). O diferencial consiste em que,
na DP, a neurodegeneragdo ocorre anteriormente na SN, enquanto que no
manganismo € vista, inicialmente, no GP (WEISS, 2010).

Diferencas entre 0 manganismo e o parkinsonismo induzido por
Mn estdo representadas na fig. 4, a qual mostra que 0 manganismo se deve
a intensa exposicdo aguda (por exemplo, na grandeza de 1 mg/m® de
particulas inalaveis), ao passo que o parkinsonismo induzido por Mn (e a
DPI esta inclusa aqui) se da principalmente pelo contato a longo prazo
com o Mn, de maneira crbnica, mas em pequenas doses (ha ordem de 100
ng/m? de particulas inalaveis de Mn) (LUCCHINI, MARTIN e DONEY,
2009).

?& Parklnsonlsmo

1 Manganismo

N

Intensidade
da exposigao

Condlgoes |
mistas

E/'

induzido por

Mangan/

Durac;ao
da exposicao

Fig. 4: Diagrama de Venn. Mostra a ocorréncia do manganismo, do
parkinsonismo induzido por Mn e condi¢es mistas em funcéo da intensidade de
exposicdo e duracdo da exposicdo. Adaptado de Lucchini e cols. (LUCCHINI,
MARTIN e DONEY, 2009)
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Do ponto de vista anatomo-histopatolégico, a DP € tipicamente
caracterizada por uma perda seletiva de neurbnios DAérgicos na
substancia nigra pars compacta (SNpc) e pela presenga de corpos de
Lewy (SIDORYK-WEGRZYNOWICZ e ASCHNER, 2013), que séo
inclusBes citoplasmaticas eosinofilicas constituidas por estruturas de
natureza proteica, caracteristicas da DP. Por outro lado, 0 manganismo
atinge regides adicionais do cérebro, como estriado e GP (CHEN et al.,
2015), além de ndo conter corpos de Lewy (SIDORYK-
WEGRZYNOWICZ e ASCHNER, 2013). Além disso, conforme
previamente mencionado, sabe-se que o Mn tem uma consideravel
afinidade pela neuromelanina encontrada nos neurbnios DAérgicos
(DESOLE et al., 1995).

Notavelmente, todas essas estruturas (estriado, GP e SNpc)
apresentam quantidades significativas de DA, as quais estdo sujeitas a
autooxidacdo, originando espécies reativas habeis a contribuir para com
a degeneracdo de células DAérgicas (MARTINEZ-FINLEY etal., 2013).
Um ponto interessante € o fato de que a denervagdo de DA corrobora com
a formacdo de radical hidroxil (OH) em cérebros de ratos recém-nascidos
(BALASZ et al., 2015), agravando o quadro de degeneracdo DAérgica.

Segundo Lucchini e cols. as estruturas relacionadas ao
manganismo e ao parkinsonismo estdo inter-relacionadas com outros
componentes dos ganglios basais, tais quais o caudado e putdmen e 0
nicleo subtalamico. O influxo de Mn pode ocorrer lentamente a doses
muito baixas, mas o seu efluxo é mais vagaroso ainda, 0 que aumenta a
neurotoxicidade do Mn no GP e SNpc (LUCCHINI, MARTIN e DONEY,
2009).

1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS COM MN

Inimeros modelos experimentais de exposicdo ao Mn tém sido
importantes para elucidar mecanismos relacionados a neurotoxicidade
induzida por este metal. Neste contexto, Zhang e cols demonstraram que
o cloreto de manganés (MnCly), que é um composto inorganico utilizado
como modelo de toxidade DAérgica, causa redugdo da atividade dos
complexos I, I, 11l e IV mitocondriais in vitro, sendo este efeito
concentracdo-dependente. A inibicdo da atividade da cadeia respiratoria
mitocondrial causada pelo Mn foi acompanhada por um aumento
consideravel da producdo EROs (tab. 1) (ZHANG, FU e ZHOU, 2004).

Em um estudo com camundongos, Ordofiez-Librado e cols
observaram que a exposi¢ao a uma mistura inalatéria que continha MnCl;
causou diminui¢do do nimero de células TH-imunopositivas no estriado
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e alteragcGes motoras, demonstrando ser um modelo muito Gtil para se
estudar eventos neurodegenerativos relacionados a DP (ORDONEZ-
LIBRADO et al., 2010).

Outros trabalhos experimentais mostraram que os diferentes
tempos e doses utilizados nos estudos podem gerar divergéncias nos
resultados encontrados. Eles relatam que, apds exposicdo subcronica ao
sulfato de Mn, as habilidades atléticas de ratos sdo significativamente
afetadas, ao passo que, ap6s exposicao crénica ao Mn, na forma de MMT,
as fungdes neurocomportamentais ndo mudam significativamente (SU et
al., 2015).

O tratamento agudo com MnCl, em roedores levou a um acimulo
de Mn no cérebro de 200 a 500%, dependendo da regido (HAZELL et al.,
2006). Em ratos, Huang e cols. relataram haver, além de danos cerebrais,
danos hepaticos ap6s a exposicdo subcronica ao MnCl, (HUANG et al.,
2011). Ja em andlises prévias, tem-se achado que a exposicao subcrbnica
ao MnCl, pode resultar em atenuacdo da atividade da glutationa
peroxidase (GPx) no estriado de ratos (ZHANG, FU e ZHOU, 2004).
Enfim, seja aguda ou cronica, a exposicao excessiva ao Mn leva a danos
irreversiveis do SNC (LAZRISHVILI et al., 2009).

Um estudo com peixes zebra (zebrafish) tratados com Mn
demonstrou reversibilidade no que diz respeito a quantidade de TH no
telencéfalo (regido responsavel pelas fungdes motoras voluntérias) ap6s a
descontinuidade da exposicdo ao Mn. No entanto, dados de modelos
animais de mamiferos com reversibilidade ainda séo escassos. A maior
parte dos estudos envolvendo toxicidade do Mn aponta apenas para danos
DAérgicos (BAKTHAVATSALAM et al., 2014). Contudo, nenhum
estudo examinou, até hoje, a possibilidade de alteracdo do sistema
GABAZérgico ap6s exposicdo aguda a Mn (YANG et al., 2011).

Com base nos relatos anteriores, nota-se que 0s estudos para se
avaliar a intoxicacdo por Mn sdo feitos principalmente em animais. De
fato, casos de manganismo para se estudar a neuropatologia a partir de
autépsias em humanos séo escassos. Ainda, ressalta-se que periodo exato
do inicio do manganismo é de dificil deteccéo, e a sua evolucdo parece
ser gradual. Sabe-se que se a exposicdo ao Mn for continua, a sindrome
tende a piorar, contudo, se o paciente for removido do local de exposigéo,
espera-se que a sindrome seja freada, mas ndo curada (KOMPOLITI,
2010).
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2. JUSTIFICATIVA

O Mn é um metal essencial para mamiferos. Contudo, inimeras
evidéncias tém apontado para este elemento como um possivel toxicante
ambiental/ocupacional ligado a patogenia da DPI, quando os individuos
sdo expostos de forma crbnica, e ao manganismo, de forma aguda.
Embora o GP seja particularmente suscetivel aos efeitos toxicos do Mn e
esteja envolvido nas duas patologias (DPI e manganismo), 0s mecanismos
relacionados a tal suscetibilidade sdo desconhecidos. Além disso, deve-se
ressaltar que a DP é considerada a segunda patologia neurodegenerativa
mais comum no mundo e que o nimero de trabalhadores de industrias
com manganismo é bastante elevado.

O SNC ¢ bastante complexo, sendo que diferentes tipos de
células e estruturas interagem para a manutencdo de suas atividades
fisioldgicas. Além disso, as substancias presentes no sangue podem ou
ndo atingir o SNC, dependendo de suas capacidades de atravessar a BHE.
Desta forma, a existéncia de um modelo animal padréo para se estudar os
processos patoldgicos e os tratamentos terapéuticos contra tais processos
se mostra de grande importancia.

Considerando os aspectos acima mencionados, este projeto teve
como objetivo investigar os efeitos da exposicdo ao MnCl; na potencial
ocorréncia de alteracbes no SNC e sua relacdo com a neurotoxicidade no
estriado e GP em ratos machos Wistar, baseando-se em um modelo
experimental de Santos e cols. (SANTOS, D. et al., 2012). Apesar de o
manganismo ser irreversivel, os estudos ap6s a remog¢do do paciente a
partir do local de exposicdo sdo exiguos. Assim, pretendeu-se avaliar
também a possivel reversibilidade dos efeitos da exposicédo ao Mn, através
da realizagdo de testes comportamentais, bioquimicos e imuno-
histoquimica em diferentes momentos (24 h e 30 dias apds a exposicdo
ao Mn).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Investigar a possivel ocorréncia de efeitos neurotoxicos

(comportamentais, bioquimicos e histoldgicos) decorrentes da exposi¢do
de ratos Wistar machos ao MnCly, explorando a possibilidade de reversao
desta neurotoxicidade apds um periodo de 30 dias de laténcia (sem

eXxposicao).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Investigar a  possivel ocorréncia de  prejuizos
comportamentais induzidos pela exposicdo de ratos ao
MnCly, avaliados 24 h ap6s a exposicao, atraves dos testes
do campo aberto, rotarod, teste do beam walking e grid;
Investigar a possivel ocorréncia de altera¢fes bioquimicas
induzidas pela exposicdo de ratos ao MnCl,, avaliadas 24 h
apos a exposicao, através da medida da atividade estriatal de
complexos (I e Il) da cadeia respiratéria e de enzimas
antioxidantes [glutationa redutase (GR), GPx e SOD], bem
como marcadores de estresse oxidativo [reativos ao acido 2-
tiobarbitdrico (TBARS)] e niveis de tidis ndo-protéicos
(NPSH);

Investigar a possivel ocorréncia de alterac@es histoldgicas
induzidas pela exposicdo de ratos ao MnCl,, avaliadas 24 h
apos a exposicao, através da medida dos niveis de tirosina
hidroxilase (TH), proteina glial fibrilar acida (GFAP) e
glutamato descarboxilase (GAD) no estriado e no GP;
Investigar a possivel reversdo de efeitos neurotoxicos
decorrentes da exposicdo ao Mn através da medida de
parametros comportamentais, bioquimicos e histoldgicos
(mencionados nos itens i, ii e iii) ap6s um periodo de laténcia
de 30 dias (sem exposicao).


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/t5500
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/t5500
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E ANTICORPOS

Cloreto de Manganés tetrahidratado (MnCl,-4H20; 99.99%),
5,5'-ditiobis-(2-Acido Nitrobenzéico) (DTNB), nicotinamida
adenina dinucleotideo 2'-fosfato reduzido (NADPH), glutationa oxidada
(GSSG), GR, GPx, acido 2-tiobarbiturico (TBA) e fenol Folin-Ciocalteu
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).
Anticorpo policlonal rabbit anti-proteina glial fibrilar acida (GFAP:
Dako, Z0334, 1:500, feito em coelho), anticorpo anti-tirosina hidroxilase
(TH: US biological, T9237-13, 1:500, feito em cabra), anticorpo
policlonal anti-glutamato decarboxilase (GAD) 65 (GAD 65: Chemicon,
1:2000, feito em coelho), anti-rabbit 1gG biotinilado (Vector, BA-1000),
soro de cabra (Gibco, 16210-044), xilol (Synth, X1001.01.BJ) e Entellan
(Merck, UN 1866). Todos os outros reagentes foram adquiridos de
fornecedores locais.

4.2 ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar machos (3 meses de idade) foram adquiridos do
biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC,
Floriandpolis, Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas com
temperatura controlada (21+2°C), e ciclo de luz 12 h claro/escuro. Eles
tinham acesso livre a agua e racdo. Os experimentos e procedimentos
foram realizados de acordo com o comité de ética para uso de animais da
UFSC (CEUA/UFSC PP00765).

Os ratos foram divididos em 2 grupos, 1 grupo controle e 1 grupo
tratado com MnCl,. Os animais controles receberam injecdo
intraperitoneal (i.p.) de salina (NaCl 0,9%) e o grupo de animais tratados
receberam MnCl; 25 mg/kg/dia, quatro vezes, em intervalos de 48 horas.
Vinte e quarto horas ap6s a Ultima injecéo, os grupos foram submetidos
aos testes comportamentais, conforme descritos posteriormente. No dia
seguinte, os animais foram eutanasiados e utilizados da seguinte maneira:
0 grupo de animais tratados com MnCl; foi dividido em 2 subgrupos — 1
grupo foi utilizado para os testes bioquimicos e outro grupo de animais
para as analises imuno-histoquimicas. O mesmo foi feito com o grupo
controle. Além disso, o protocolo experimental foi repetido e as analises
comportamentais e bioquimicas foram realizadas 30 dias apds a Ultima
injecdo, avaliando-se 0s mesmos parametros.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n1630?lang=xx
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n1630?lang=xx
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/t5500
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O protocolo experimental foi repetido 3 vezes, portanto, a fim de
reduzir o viés das diferencas entre os diferentes protocolos, cada resultado
foi expresso apos ter sido utilizada uma constante distinta, com o intuito
de minimizar os erros experimentais.

- 1° experimento: comportamento e imuno-histoquimica antes da laténcia
(15 animais, no total);

- 2° experimento: comportamento, ensaios bioquimicos (complexos
mitocondriais, enzimas antioxidantes e parametros de estresse oxidativo)
antes e apos a laténcia (totalizando 30 ratos)

- 3% experimento: comportamento, ensaios bioquimicos antes da laténcia
(com o intuido de ampliar o n amostral) e imuno-histoquimica apo6s a
laténcia (30 animais foram empregados).

MnCl; 25 mg'kg ou
salinaip.acada48h

Ensaios comportamentais Ensaios comportamentais 30
24 h apds ultima injegdo dias apés ultima injecdo

Eutanasia das 24 h para Eutanasia dos 30 dias para
ensaios bioquimicos ou IHQ ensaios bioquimicos ou IHQ,

Fig. 5. Linha do tempo experimental.
4.3 ANALISES COMPORTAMENTAIS
4.3.1 Campo aberto

A atividade locomotora e exploratoria foi avaliada em um
aparato de campo aberto, que consistia em bacia circular azul, na qual 8
guadrantes foram desenhados no chao (diametro = 44 cm; altura =22 cm).
Cada rato era colocado no centro do campo aberto, e o resultado foi
expresso pelo nimero de quadrantes cruzados pelas quatro patas e pelo
numero de levantadas sobre as patas traseiras foram registrados (COLLE
et al., 2013). Cada animal permanecia no aparato por 6 minutos.

4.3.2 Rotarod

Este teste avalia a integridade do sistema motor. O rotarod
consiste em um eixo giratério de 30 cm de comprimento e 3 cm de
didmetro, que é dividido por discos de 24 cm de didmetro em 4
compartimentos. Os resultados foram apresentados em segundos, pela
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laténcia da primeira queda do rato, e pelo nimero total de quedas que
foram registradas. O tempo de avaliagéo (teto) era de 4 minutos (COLLE
et al., 2013). A velocidade constante utilizada foi de 7 rpm, como
previamente descrito por Mizoguchi e cols (MIZOGUCHI et al., 2002).
Antes da administragdo de MnCl,, os animais receberam uma sesséo de
treinamento para se aclimatarem com o aparelho (COLLE et al., 2013).

4.3.3 Teste do beam walking

Nesse teste, é avaliado o sistema extrapiramidal, ramo do sistema
motor que é incumbido pela coordenacdo dos movimentos. Avaliou-se 0
tempo que o animal leva para atravessar a viga de madeira de uma
extremidade a outra. O numero de resvaladas das patas durante o percurso
e 0 tempo total (em segundos) para atravessar a viga foram registrados.
Essa viga possuia 120 cm de comprimento e fora fixada entre duas
bancadas, a uma altura de 60 cm do chdo. Uma caixa de isopor com
maravalha foi colocada na outra extremidade da viga como abrigo, para
0s animais de alocarem, na qual permaneciam por alguns minutos até a
préxima tentativa (SCHALLERT, 2002). Foram dadas trés tentativas para
cada animal, com intervalo de 1 minuto entre cada uma delas. Os animais
receberam uma sessao de treinamento para se acostumarem com o aparato
e aprenderem a tarefa antes do tratamento.

4.3.4 Teste do grid

O teste do grid avalia rigidez muscular (HAUBER, LUTZ e
MUNKLE, 1998). O rato é colocado verticalmente em uma tela com
largura de 34 cm, 49 cm de comprimento, 6 cm de altura e espagcamento
de 0,4 cm entre cada grade. A inversdo da grade ocorreu a uma distancia
de 30 cm acima de uma caixa contendo maravalha, para que em caso de
queda evitasse alguma lesdo. E medida a capacidade de sustentacio dos
animais nesta grade. O tempo para mover as quatro patas € registrada
(DHANUSHKODI et al., 2013), até haver a queda do animal. Cada rato
teve 10 tentativas, com intervalo de 1 minuto entre cada uma, e ele fora
mantido invertido por até 30 segundos, para que fosse possivel determinar
0 maior tempo de permanéncia. O maior tempo atingido pelo animal foi
empregado no calculo da porcentagem de tempo, registrado como o maior
tempo/30 s x 100 (MOHANASUNDARI et al., 2006).
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4.4 PREPARACAO TECIDUAL PARA ANALISES BIOQUIMICAS

Vinte e quatro horas ap0s os testes comportamentais, 0s animais
foram eutanasiados por decapitacéo, o cérebro foi removido e o estriado
foi dissecado. O estriado de um dos hemisférios foi homogeneizado (1:10
m/v) em tamp&do HEPES (20 mM, pH 7.0), e entdo, centrifugado a 16,000
X g a 4 °C por 20 minutos. O sobrenadante obtido foi usado para
determinacdo de atividade enzimatica, quantificacdo dos niveis de NPSH
e TBARS. J4 o estriado proveniente do hemisfério restante, foi
homogeneizado em tampédo fosfato (pH 7,4), que continha 0,3 M de
sacarose, 5 mM de MOPS, 1 mM de EGTA e 0,1% de albumina. Esses
homogenatos foram centrifugados a 1000 x g por 10 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante foi destinado & determinacédo da atividade dos complexos |
e Il da cadeia respiratéria mitocondrial. Todos 0s experimentos
bioguimicos foram corrigidos pelos niveis de proteinas, medido pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

4.5 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE SUBSTANCIAS REATIVAS
AO ACIDO TIOBARBITURICO

Os niveis de substincias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) foi determinado baseado no método descrito por Ohkawa e cols
(OHKAWA, OHISHI e YAGI, 1979). Este procedimento avalia a 0s
niveis de peroxidacdo lipidica. Para dar continuidade, as amostras foram
incubadas a 100°C por 60 minutos em meio acido, contendo sulfato de
dodecil sodico a 0,45% e 0,67 % de acido tiobarbitdrico. Apds
centrifugacdo, o produto foi lido, obtendo-se o resultado em nmol de
MDA/mg de proteina. Este experimento fundamenta-se em avaliar a
formacdo de malondialdeido (MDA), produto final de peroxidacdo
lipidica, o qual reage com o &cido tiobarbitdrico, originando um composto
que pode ser mensurado, em espectrofotbmetro, a 532 nm, tendo o MDA
como padrao.

4.6 TIOIS NAO-PROTEICOS (NPSH)

Os niveis de NPSH sdo representados, em quase toda a totalidade, pela
GSH, e para isso, foram determinados os seus niveis, utilizando-se de um
ensaio colorimétrico reportado por Ellman (ELLMAN, 1959). Para tanto,
as amostras, foi acrescentada uma solucéo de acido tricloroacético (10%),
e foram submetidas a centrifugacdo de 5000 x g durante 10 minutos a 4
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°C. No sobrenadante, até entdo acido, foi adicionado uma solucdo de
tampdo TFK 1 M para neutralizacdo e o contetdo de NPSH foi
mensurado, espectrofotometricamente, pela reducdo do DTNB a 412 nm,
utilizando-se GSH para uma curva padrdo, onde os resultados foram
expressos em nmol de NPSH/mg de proteina.

4.7 ATIVIDADES DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA

O método para medir a atividade do complexo | através da
reducdo do ferrocianeto dependente de NADH foi padronizada por
Cassina e Radi (CASSINA e RADI, 1996), e inclui algumas alteracdes
realizadas por Latini e cols (LATINI et al., 2005). No que diz respeito a
medicdo da atividade do complexo Il, o experimento foi baseado no
protocolo determinado por Fischer e cols (FISCHER et al., 1985). A
atividade do complexo | foi mensurada através da redugéo do ferricianeto,
espectrofotometricamente, a 420 nm, sendo esta reacdo, dependente de
NADH. No que tange & atividade do complexo Il, essa foi investigada
através da taxa de absorcdo do succinato-2,6-diclorofenol indofenol
(DCIP) a 600 nm. As atividades de ambos os complexos da cadeia
respiratoria foram calculadas como nmol/min’ mg proteina.

4.8 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A atividade da GR foi determinada segundo previamente descrito
por Carlberg e Mannervik, (CARLBERG e MANNERVIK, 1985),
enquanto que a atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada
baseando-se em protocolo desenvolvido por Wendel (WENDEL, 1981),
0 qual preconizava que a enzima GPx catalisa a redugdo de H2O,
utilizando-se da glutationa reduzida (GSH) como substrato, gerando
glutationa oxidada (GSSG). Esse produto sera reduzido pela GR com o
consumo de NADPH, que foi medido por intermédio da leitura em
espectrofotdmetro em 340 nm. A atividade da GPx foi expressa em nmol
de NADPH oxidado/min/mg de proteina. A GR encarrega-se de reduzir a
GSSG gerada anteriormente a GSH, através do consumo de NADPH.
Essa reacdo € medida indireta e espectrofotometricamente a 340 nm, e sua
a atividade foi expressa em nmol de NADPH oxidado/min/mg de
proteina.

O homogenato estriatal também foi usado para determinar a
atividade da superdxido dismutase (SOD), seguindo o protocolo de Misra
e Fridovich (MISRA e FRIDOVICH, 1972). Através da adicdo de
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amostras de tecidos (0; 2,5; 5; 10 and 20 pL) contendo SOD, essas
amostras inibem a autooxidacdo da epinefrina. A taxa de inibicdo foi
monitorada por 3 minutos. A unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 50% de inibicdo.
Cada amostra possuia 5 pontos a serem lidos, e as absorbancias iniciais
foram subtraidas das finais, resultando em um delta, que foi empregado
para se obter uma reta, e através da sua equacdo, chegar ao valor da
atividade em U SOD/mg proteina.

49 PREPARAQAO DO TECIDO PARA AS ANALISES IMUNO-
HISTOQUIMICAS

Vinte e quarto horas apds o fim dos testes comportamentais, 0s
ratos foram eutanasiados por overdose anestésica (hidrato de cloral 40%
i.p.) e perfundidos transcardialmente com 300 mL de salina, seguido por
200-250 mL de paraformaldeido (PFA) 4% a 4 °C, diluido em tampéao
fosfato salina (PBS) 0,1 M (PFA/PBS), pH 7,4. Os animais foram
decapitados e o cérebro foi removido, permanecendo em imersdo em PFA
4% para fixar por 4 horas. Depois disso, essa solu¢éo foi trocada por PBS
contendo sacarose a 30% a 4 °C.

Os tecidos foram cortados em fatias com cortes de 20 um de
espessura (estriado e GP) em um vibratomo, com solucdo antifingica (0,1
M PBS + azida 0,5%) e estocada a 4 °C, até que fossem utilizados. Os
cortes foram permeabilizados com tampéo de lavagdo contendo 3% de
Triton X-100 em PBS 0,1M. As peroxidases enddgenas foram blogueadas
com H;0; a 0,3% e os sitios ndo especificos foram bloqueados com soro
de cabra 5%, ambos diluidos em tampéo de lavagem (coloca os reagentes
entre parénteses).

Posteriormente as etapas de lavacdo, as fatias foram incubadas
com anticorpo primario (diluido em tampéao de lavagem com 0,02%
timerosal) por aproximadamente 18 h a 4 °C (TH 1:500); GFAP (1:500)
e GAD 65 (1:2000). Os anticorpos ligados foram visualizados utilizando-
se anticorpo secundario biotinilado (1/250; Vectastain), padrao
peroxidase-avidina-biotina (1/125; kit Vectastain Elite ABC; Boehringer,
Mannheim, Alemanha), e 3,3-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich).
Todos os tecidos foram analisados por microscopia dptica (Olympus). A
densidade optica (DO) da TH, GFAP e do GAD 65 no estriado e no GP
foi mensurada calculando-se a area desenhada a méo livre, no programa
ImageJ software (http://imagej.net/Welcome).
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4.10 ANALISES ESTATISTICAS

As diferencas estatisticas foram avaliadas através da andlise do
teste t ndo pareado (two tailed), para todos os experimentos. Os dados
foram representados com média + E.P.M e diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05. As analises estatisticas e os graficos foram
feitos utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO PESO CORPOREO APOS TRATAMENTO
COM MNCL

5.1.1 Animais tratados com MnCl, apresentam peso corporal
diminuido transcorridas 24 h do final do tratamento

Ratos machos Wistar com 3 meses de idade foram pesados antes
do inicio do tratamento, 24 h apds a quarta e Gltima injecdo e 30 dias ap6s
a finalizacdo do tratamento (Fig. 6). Os grupos foram randomicamente
separados antes do tratamento e ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos pesos corporeos (fig 6A, p= 0,8698). Vinte
e quatro h ap6s o término do tratamento, os animais tratados com MnCl;
tiveram um significativo declinio no peso corpéreo (fig. 6B, p< 0,001) em
relacdo ao seu grupo controle. Transcorridos 30 dias do tratamento, ndo
se observou diferenca significativa entre os grupos (fig. 6C, p= 0,9386),
sugerindo uma recuperacdo do peso corporal perdido em funcdo do
tratamento com Mn. Salienta-se que todos 0s grupos tiveram livre acesso
a agua e comida durante todo o periodo de tratamento e laténcia.

T
Controle

300+ C 100-

T
Controle MnCl, Controle MnCl,

Fig. 6. Efeitos do MnCl2 no peso corpdreo de ratos ap6s 24 h e 30 dias de
tratamento. Efeito do MnCl. sobre o peso corporal dos ratos (A) antes do
tratamento (n= 21-24), (B) 24 h ap6s a Ultima inje¢do (n= 21-24) e (C) 30 dias
apos o término do tratamento (n= 14-16). Os dados estdo apresentados em gramas
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(9) e expressos como media = EPM. Para analise estatistica, foi utilizado teste t
ndo pareado; *** p<0,001 comparado com o grupo controle.

5.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL APOS O TRATAMENTO
COM MNCL:

5.2.1 Tratamento agudo com MnCl; reduz o nimero de cruzamentos
e levantadas em ratos 24 h apds o tratamento

Com o intuito de examinar a capacidade locomotora dos animais,
avaliou-se 0 nimero de cruzamentos através do teste do campo aberto
(fig. 7A e B). Para investigar a capacidade exploratéria, avaliou-se o
nimero de levantadas (fig. 7C e D) com as 2 patas dianteiras. O
tratamento com MnCl, diminuiu significativamente o ndmero de
cruzamentos transcorridas 24 h do final do tratamento (fig. 7A, p=
0,0003), embora esse efeito ndo tenha sido observado apds o periodo de
laténcia (fig. 7B, p= 0,5766). Além disso, o efeito do tratamento com
MnCI, também causou uma diminuicdo significativa no nimero de
levantadas transcorridas 24 h da dltima injecdo (fig. 7C, p= 0,0004),
embora esse efeito ndo tenha sido observado ap6s o periodo de laténcia
(fig. 7D, p=0,1098).
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Fig. 7. Efeitos do MnCl2 no nimero de cruzamentos e de levantadas em ratos
24 h e 30 dias ap6s tratamento. As atividades locomotora (A e B) e exploratéria
(C e D) foram avaliadas no teste de campo aberto. Os animais foram avaliados
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em (A e C) 24 h ap6s a tltima injegdo (n= 21-24) e (B e D) 30 dias apds o término
do tratamento (n= 14-16). A capacidade locomotora foi quantificada como
nimero de cruzamentos, enquanto que a atividade exploratéria foi dada como
nimero total de levantadas. Os dados estdo expressos como média + EPM. Para
andlise estatistica, foi utilizado o teste t ndo pareado; ***p<0,001 diferente do
grupo controle.

5.2.2 Tratamento agudo de MnCl; ndo causa prejuizo da
performance motora em ratos

O teste do rotarod foi realizado para averiguar a performance
motora dos animais; foram avaliados o tempo que o rato levou para ter a
12 queda da barra rotatdria, ou seja, a laténcia da 12 queda (tab. 2A e C),
e 0 nimero total de quedas (tab. 2B e D). Em relacdo ao tempo da 12
queda, ndo houve diferencas significativas entre os grupos tanto 24 h apos
o0 tratamento (tab. 2A, p= 0,4414), quanto apds a laténcia (tab. 2B, p=
0,9009). Além disso, em relagdo ao nimero de quedas, também ndo houve
diferencas significativas entre os grupos tanto 24 h ap6s o tratamento (tab.
2C, p=0,1095) quanto apds a laténcia (tab. 2D, p= 0,2693).

Laténcia da 12 queda
Grupos (s) NuUmero de quedas

ApoOs o tratamento  A) 24 h B)30dias C)24h D) 30dias

Controle 106,5 + 66,29 + 1,422 + 3,500 +
22,45 12,77 0,2543 0,7135

MnCl. 84,00 = 63,64 + 2,223 + 5,232 +
18,61 16,44 0,3934 1,292

Tab. 2. Efeitos do MnCl2 no teste do rotarod em ratos 24 h e 30 dias ap6s
tratamento. A laténcia da 12 queda, expressa em segundos, e 0 nimero de quedas
no rotarod foram avaliados em (A e C) 24 h apds a Ultima injecdo (n= 20-24) e
(B e D) 30 dias ap6s o término do tratamento (n= 14-16). Os resultados foram
expressos como a media + EPM.
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5.2.3 MnCl; aumenta o nimero de resvaladas em ratos 24 h ap6s
tratamento

O beam walking ¢ um teste comportamental que avalia a
coordenagdo do sistema motor. Neste estudo, avaliou-se o tempo que o
rato levou para atravessar a viga (fig. 8A e B) e o nimero de resvaladas
das patas durante o percurso (fig. 8C e D). O grupo tratado com MnCl;
ndo apresentou alteragdes significativas em relacéo ao grupo controle no
que diz respeito ao tempo de travessia 24 h ap6s a finalizagdo do
tratamento (fig. 8A; p= 0,6054), nem 30 dias apos a laténcia (fig. 8B; p=
0,4858).

Entretanto, no que se refere ao nlimero de resvaladas, houve um
aumento significativo deste no grupo MnCl, comparado ao grupo controle
transcorridas 24 h dos tratamentos (fig. 8C; p= 0,0135). Este evento nao
foi observado apds o periodo de laténcia (fig. 8D; p= 0,6558). Aos
animais que apresentaram acinesia durante o0 percurso e ndo o
completaram, foi atribuido o valor maximo para o percurso, que era de 60
segundos (valor teto).
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Fig. 8. Efeitos do MnClz no teste do beam walking em ratos 24 h e 30 dias
apos tratamento. O equilibrio dos animais foi avaliado por meio do teste do
beam walking. Os animais foram avaliados em (A e C) 24 h apds a Ultima injecdo
(n=21-24) e (B e D) 30 dias ap6s o término do tratamento (n= 14-16). O (A e B)
tempo para percorrer a viga de uma extremidade a outra, expresso em segundos,
assim como (C e D) o nimero de resvaladas dado pelas patas dos ratos, foram
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contabilizados. Os dados estdo expressos como a média + EPM. Para as analises
estatisticas, foi utilizado o teste t ndo pareado; *p<0,05 diferente do grupo
controle.

5.2.4 MnCl, ndo danifica o tbnus muscular nos ratos

Para finalizar a avaliacdo comportamental, foi realizado o teste
do grid, que avalia rigidez muscular. Neste teste, € averiguado se o rato
tem a capacidade de aguentar o proprio peso, agarrado a uma grade
invertida, através da quantificacdo do tempo de laténcia para a queda. Ndo
houve diferengas significativas entre o grupo Mn e o controle nem 24 h
depois da dltima injecdo (tab. 3A; p= 0,5677), nem apds 30 dias de
laténcia (tab. 3B; p= 0,5806).

Grupos Tempo da queda (s)
Ap0s o tratamento A) 24 h B) 30 dias
Controle 22,71+2,116 17,86 +2,035
MnCl, 21,19 +1,657 19,93 +2,967

Tab. 3. Efeitos do MnClz no teste do grid em ratos 24 h e 30 dias ap6s
tratamento. A rigidez muscular foi avaliada por meio do teste do grid. Foi
registrado o tempo de sustentacdo dos ratos, até haver sua queda, com teto de 30
segundos. Os animais foram avaliados em (A) 24 h apdés a Ultima injecdo (n= 21-
24) e (B) 30 dias apds o término do tratamento (n= 14-16). Os dados foram
calculados segundo a férmula “maior tempo/30 s x 100” estdo expressos em
segundos. Esses resultados sdo apresentados como a média £+ EPM. Para as
analises estatisticas foi utilizado o teste t ndo pareado.

5.3 ANALISES BIOQUIMICAS APOS TRATAMENTO COM MNCL;

5.3.1 MnCl; ndo altera os niveis estriatais de TBARS em ratos

Para verificar se o tratamento com MnClI, altera a peroxidagdo
lipidica estriatal, foram mensurados os niveis de TBARS, como mostra a
fig. 9. Ndo houve diferencas significativas entre o grupo MnCl, e o
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controle em ambos os tempos testados, 24 h (fig. 9A; p=0,2140) e 30 dias
(fig. 9B; p=0,1609) apds o tratamento.
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Fig. 9. Efeitos do MnCl: nos niveis estriatais de TBARS de ratos 24 h e 30
dias ap6s o tratamento. A peroxidacdo lipidica estriatal foi verificada pelo
método do TBARS em (A) 24 h (n= 14-16) ap6s a Ultima injecdo e (B) 30 dias
(n=7-8) ap6s o término do tratamento. Os dados estdo expressos como a média
+ EPM. A estatistica foi realizada utilizando o teste t ndo pareado.

5.3.2 MInCl; néo altera os niveis estriatais de NPSH em ratos
O tratamento com MnCl; néo foi capaz de alterar os niveis de

NPSH em 24 h apds a Gltima injecdo (tab. 4A, p= 0,0738), bem como
apos 30 dias decorridos do tratamento (tab. 4B, p=0,3919).

Grupos NPSH (nmol SH/mg proteina)
Apos o tratamento A) 24 h B) 30 dias

Controle 28,26 £1,648 20,40 + 1,459

MnCl, 32,52+1,585 22,09+ 1,254

Tab. 4. Efeitos do MnCl2 nos niveis estriatais de NPSH 24 h e 30 dias apos
tratamento em ratos. Os niveis de tidis ndo-protéicos foram averiguados em (A)
24 h ap6s a Ultima injegdo (n= 14-16) e (B) 30 dias ap6s o término do tratamento
(n= 7-8). Esses resultados sdo apresentados como a média + EPM. Analises
estatisticas foram realizadas utilizando teste t ndo pareado.
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Avaliou-se as atividades das enzimas séricas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (geralmente
utilizadas como marcadoras de funcéo hepética), assim como os niveis de
ureia e creatinina (geralmente utilizadas como marcadoras de fungdo
renal) para ver se o tratamento com MnCl; estaria causando efeitos
sistémicos. N&o foram observadas diferengas entre 0s grupos para esses
pardmetros (dados ndo mostrados).

5.4 ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA
APOS TRATAMENTO COM MNCL;

5.4.1 MnCl; ndo altera atividade dos complexos I e Il estriatais em
ratos.

A tabela 5 apresenta as atividades dos complexos mitocondriais
I e 1l no estriado dos animais. A atividade de ambos os complexos néo foi
significativamente alterada, tanto em 24 h (tab. 5A; p= 0,6204) ou 30 dias
(tab. 5B; p= 0,7621) ap6s o tratamento para 0 complexo |, assim como
em 24 h (tab. 5C; p= 0,9709) ou 30 dias (tab. 5D; p= 0,1068) apds a
exposicao para o complexo Il.

G"UPOS Complexo | (Atividade Complexo Il (nmol/min/
Apos 0 NADH nmol/min/mg) mg proteina)
tratamento . )
A) 24 h B) 30 dias C)24h D) 30 dias

Controle 84,61 +7,586 101,2+7,480 1,976+02128 1,876 +0,2544
MnCl, 89,77 +6.968 98.37+5506 1967+0,1241 2,3330,1085

Tab. 5. Efeitos do MnCl. na atividade do complexo | e 11 estriatal em 24 h e
30 dias ap6s tratamento em ratos. A atividade dos (A e B) complexo I e (C e
D) complexo 11 foi medida em (A e C) 24 h ap6s a Ultima injecdo (n=13-16) e (B
e D) 30 dias apds o término do tratamento (n= 7-8). Os dados estdo expressos
como a média + EPM. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando teste t ndo
pareado.
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5.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES APOS
TRATAMENTO COM MNCL.;

5.5.1 Atividade da GR e GPx

A atividade de da enzima GR estriatal ndo foi significativamente
alterada tanto em 24 h (tab. 6A; p= 0,3783) quanto em 30 dias (tab. 6B;
p= 0,6954) apos o tratamento. Similarmente, a atividade de da enzima
GPx estriatal ndo foi significativamente alterada tanto em 24 h (tab. 6C;
p=0,1943) quanto em 30 dias (tab. 6D; p= 0,0593) apos o tratamento.

GFL[IDOS GR (nmol de NADPH GPx (nmol de NADPH
Apls 0 oxidado/min/mg prot) oxidado/min/mg prot)
tratamento
A) 24 h B) 30 dias C)24h D) 30 dias

Controle 7,884 £0,2642 7,503 +0,2448 5,889+0,1935 7,934 +0,1976

MnCl, 7177407012 7.324%03573 6312+0244 904404331

Tab. 6. Efeitos do MnCl: na atividade da GR e GPx estriatais em 24 h e 30
dias apos tratamento em ratos. A atividade das enzimas antioxidantes (A e B)
GR e (C e D) GPx foi medida (A e C) 24 h apds a Ultima injecéo (n= 14-16) e (B
e D) 30 dias apds o término do tratamento (n= 7-8). Os dados estdo expressos
como a média + EPM. Analises estatisticas foram realizadas utilizando teste t ndo
pareado.

5.5.2 MnCl; ndo altera a atividade da SOD em ratos

Dentre os perdxidos existentes no meio celular, o peroxido de
hidrogénio (H20-) é o principal, e sua decomposi¢do decorre da agdo da
enzima SOD. A atividade desta enzima foi medida e esta explicitada na
tabela abaixo. N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos no que
se refere a atividade da SOD, nem 24 h ap6s tratamento (tab. 7A, p=
0,9004), nem 30 dias (tab. 7B; p=0,1743).
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Grupos SOD (U/mg proteina)
Ap0s o tratamento A) 24 h B) 30 dias
Controle 11,58 £0,7137 14,32 + 0,8986
MnCl, 11,71 +£0,7198 13,01+0,3240

Tab. 7. Efeitos do MnCl2 na atividade da SOD estriatal em 24 h e 30 dias
apos tratamento em ratos. A atividade da enzima antioxidante SOD foi
investigada em (A) 24 h ap6s a Ultima injecdo (n= 7-8) e (B) 30 dias ap6s o
término do tratamento (n= 7-8). Os dados estdo expressos como a média + EPM.
Andlises estatisticas foram realizadas utilizando teste t ndo pareado.

5.6 IMUNO-HISTOQUIMICA APOS TRATAMENTO COM MNCL;
5.6.1 MnCl; reduz os niveis estriatais de TH 24 h apés tratamento

O tratamento com MnCl; reduziu a imunorreatividade da TH no
estriado 24 h apds o término do tratamento em comparagdo com o grupo
controle (fig. 10A, p= 0,0148), embora este efeito ndo tenha sido
observado transcorridos 30 dias da Gltima injecédo (fig. 10D, p= 0,4419).
Por outro lado, no GP ndo houve diferenca significativa entre os grupos
em ambos o0s tempos testados: 24 h (fig. 11A, p= 0,2260) e 30 dias (fig.
11D, p=0,1126).
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Fig. 10. Efeitos da exposi¢do do MnCl2 sobre a imunomarcacdo da TH no
estriado de ratos 24 h e 30 dias ap0s o tratamento. Quantificacdo relativa da
densidade éptica (DO) para TH no estriado (A) 24 h apds a Gltima administracdo
de MnCl2 (n=6-7) e (B) 30 dias apds o término do tratamento (n= 7-8). Imagens
representativas da imunoquantificagdo dos grupos (B) controle 24 h, (C) MnCl.
24 h, (E) controle 30 dias e (F) MnCl: 30 dias. Os dados estéo expressos como a
média + EPM da porcentagem do controle. Analises estatisticas foram realizadas
utilizando teste t ndo pareado. *p<0,05 comparado ao grupo controle.
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Fig. 11. Efeitos da exposi¢cdo ao MnClz sobre a imunomarcagéo da TH no GP
de ratos 24 h e 30 dias ap6s o tratamento. Quantificacao relativa da DO para
TH no GP. (A) 24 h apds a dltima administracdo de MnCl. (n=6-7) e (B) 30 dias
apés o término do tratamento (n= 7-8). Imagens representativas da
imunoquantificacdo dos grupos (B) controle 24 h, (C) MnCl2 24 h, (E) controle
30 dias e (F) MnCl2 30 dias. Os dados estéo expressos como a média + EPM da
porcentagem do controle. Analises estatisticas foram realizadas utilizando teste t
ndo pareado.

5.6.2 MnCl, aumenta os niveis de GFAP no GP 30 dias apos
tratamento

No estriado, a imunorreatividade de GFAP ndo se mostrou
significativamente diferente entre os grupos em 24 h (fig. 12A, p=0,4976)
ou 30 dias (fig. 12D, p= 0,8821) apds o tratamento. Entretanto, no GP, a
imunorreatividade de GFAP foi significativamente maior no grupo de
animais tratados com MnCl; em relacdo ao grupo controle, 30 dias ap6s
0 término da exposicdo (fig. 13B, p= 0,0282), embora ndo tenha se
alterado 24 h ap6s o tratamento (fig. 13D, p=0,1818).
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Fig. 12. Efeitos da exposicdo do MnClz sobre a imunomarcag¢io do GFAP no
estriado de ratos 24 h e 30 dias apés o tratamento. Quantificacdo relativa da
DO para GFAP no estriado (A) 24 h ap6s a Gltima administracdo de MnCl2 (n=
6-7) e (B) 30 dias ap6s o término do tratamento (n= 7-8). Imagens representativas
da imunoquantificagdo dos grupos (B) controle 24 h, (C) MnCl2 24 h, (E) controle
30 dias e (F) MnCl2 30 dias. Os dados estdo expressos como a média + EPM da
porcentagem do controle. Analises estatisticas foram realizadas utilizando teste t
ndo pareado.
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Fig. 13. Efeitos da exposi¢ao ao MnClz sobre a imunomarcacio do GFAP no
GP de ratos 24 h e 30 dias apds o tratamento. Quantificacdo relativa da
densidade 6ptica (DO) para GFAP no GP. (A) 24 h apds a Gltima administracdo
de MnClz (n=6-7) e (B) 30 dias apds o término do tratamento (n= 7-8). Imagens
representativas da imunoquantificacdo dos grupos (B) controle 24 h, (C) MnCl.
24 h, (E) controle 30 dias e (F) MnCl: 30 dias. Os dados estdo expressos como a
média £+ EPM da porcentagem do Ct. Anélises estatisticas foram realizadas
utilizando teste t ndo pareado. *p<0,05 diferente do grupo controle.
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5.6.3 MInCl, ndo altera os niveis de GAD 65 em ratos

A exposicdo a0 MnCl; do grupo tratado ndo alterou a
imunorreatividade de GAD 65, comparado com o controle, no estriado 24
h (tab. 8A p= 0,3584) e 30 dias apds o tratamento (tab. 8B, p= 0,0733).
Similarmente, ndo houve diferencas significativas no GP 24 h (tab. 8C,
p=0,4267) e 30 dias ap6s o término da exposicdo (tab. 8D, p= 0,5423).

Gru,pos Densidade 6ptica Estriado Densidade 6ptica GP
Apbs o (% do controle) (% do controle)
tratamento ) )
A) 24 h B) 30 dias C)24h D) 30 dias

Controle 100,0+4,792 100,0+6,947 100,0+7,307 100,0 + 14,26
MnClz 94,08 £3,979 1245+10,04 106,3+3,408 88,44 +11,97

Tab. 8. Efeitos da exposi¢do do MnCl. sobre a imunomarcacéo da GAD 65
no estriado e GP de ratos 24 h e 30 dias apés o tratamento. (A e C) 24 h apés
a Ultima administracdo de MnCl. (n= 6-7) e (B e D) 30 dias apds o término do
tratamento (n= 7-8). Quantificacdo relativa da DO para GAD 65 no estriado (A e
B) e GP (C e D). Os dados estéo expressos como a média + EPM da porcentagem
do controle. Analises estatisticas foram realizadas utilizando teste t ndo pareado

elis

(Continuacéo da figura e legenda na préxima pagina)
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Fig. 14. Efeitos da exposicdo ao MnCl. sobre a imunomarcagdo do GAD no
estriado e no GP de ratos 24 h e 30 dias apés o tratamento. Imagens
representativas da imunoquantificagdo do estriado dos grupos (A) controle 24 h,
(B) MnCl2 24 h, (C) controle 30 dias e (D) MnCl2 30 dias; e do GP, dos grupos
(E) controle 24 h, (F) MnClz 24 h, (G) controle 30 dias e (H) MnCl2 30 dias.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, foram avaliados os efeitos da exposi¢do ao
MnCl, em ratos, o qual ja havia sido previamente utilizado como um
modelo de toxicidade DAérgica (ZHANG, FU e ZHOU, 2004). Utilizou-
se ratos Wistar baseado no modelo experimental proposto por Santos e
cols (SANTOS, D. et al., 2012), para se estudar os mecanismos de
toxicidade induzidos pelo MnCls.

A intoxicagdo aguda alterou o peso corporal (fig. 4) do grupo de
animais tratados com MnCl, 24 h ap6s o término do tratamento em
relacdo ao grupo controle. Para os animais analisados nos 30 dias
posteriores a exposicado, os ratos tratados com MnCl; tiveram seus pesos
recuperados e normalizados aos niveis do grupo controle. Assim, pode-se
sugerir que a exposicdo ao MnCl, exerceu uma toxicidade aguda nos
animais, tendo em vista que apos 30 dias do final do tratamento o peso
dos animais retornou aos niveis normais (semelhantes ao grupo controle),
reforcando os dados ja demostrados anteriormente (SANTOS, D. et al.,
2012).

O efeito da exposicdo ao MnCl, sobre fatores comportamentais
foi examinado com o prop6sito de avaliar o equilibrio, coordenacéo e
locomocdo dos animais. Para tal, realizou-se o teste do rotarod, grid
(DHANUSHKODI et al., 2013) e beam walking (SCHALLERT, 2002),
além do teste do campo aberto, o qual avalia, além da atividade
locomotora espontanea, a capacidade exploratdria do animal (SANTOS,
D. B. et al, 2012). Corroborando com estudos de Santos e cols
(SANTOS, D. etal., 2012), apds as 4 administracdes do MnCly, 0 nimero
de cruzamentos e o nimero de levantadas no campo aberto (fig. 5)
diminuiu expressivamente apés as 24 h de exposi¢do a Ultima dose.
Contudo, para avaliar se o efeito da intoxicagdo do MnCl; permaneceria
nos animais por um maior periodo, avaliou-se os mesmos parametros 30
dias ap6s o final do tratamento. Observou-se que 0 0s nimeros de
cruzamentos e levantadas do grupo MnCl; se normalizou aos valores do
grupo controle, mostrando assim que estes efeitos da toxicidade do MnCl;
sdo reversiveis, quando a exposi¢do ocorre de maneira aguda, nesse
protocolo experimental.

Para se analisar as habilidades de coordenagdo motora dos ratos,
foi empregado o teste do rotarod (MOHANASUNDARI et al., 2006). Ndo
houve diferenca significativa no nimero total de quedas, nem na laténcia
da 12 queda dos animais tratados com MnCl, em relacdo ao controle (tab.
1), diferente dos registros de Avila e cols (AVILA et al., 2010), que
registraram aumento no ndmero de quedas e diminuicdo na laténcia da 12
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quedas. Contudo, essa discordancia pode ser explicada pelo fato de tal
estudo ter sido realizado por um periodo de exposicédo cronica de 4 meses
com MnCl; na agua de beber dos ratos, e a exposi¢do aguda, aqui
empregada, talvez ndo tenha sido o suficiente para causar todos 0s danos
motores caracteristicos vistos em pacientes com manganismo.

O beam walking é um teste que abarca tanto o tempo de travessia
de uma viga, quanto as resvaladas dadas pelas patas dos animais
(SCHALLERT, 2002). N&o houve discrepancia entre os grupos MnCl; e
controle no tempo de travessia. Contudo, o nimero de resvaladas 24 h
apds o tratamento aumentou no grupo MnCl, comparado ao controle,
tendo esse aumento sido normalizado aos niveis do controle ap6s 30 dias
de tratamento (fig. 6). Tal aumento pode estar relacionado a danos no
sistema motor extrapiramidal, como relatado por Hamai e Bondy
(HAMAI e BONDY, 2004). Isso pode ocorrer ap0s a exposi¢do a altos
niveis do metal. Dado que aqui foi utilizado o modelo agudo de
exposi¢do, talvez isso explique a normaliza¢do do nimero de resvaladas
do grupo Mn aos niveis do controle, pois pode ser que o sistema motor
extrapiramidal ndo tenha sido tdo afetado quanto nas exposicdes cronicas
ao metal. De qualquer forma, apenas uma analise histol6gica e/ou
bioguimica neste sistema especifico poderia comprovar esta hipétese.

Além disso, também foi verificada a capacidade sensorimotora
do animal através do teste do grid (ZHANG et al., 2009). Também néo
houve alteragdes no tempo de queda entre o grupo MnCl; e controle, seja
24 h ou 30 dias apos a exposicdo (tab. 2). Alguns dados comportamentais,
aparentemente divergentes encontrados neste trabalho quando
comparados a demais dados da literatura, poderiam ser explicados pela
diferente via de exposi¢do ao MnCly, visto que, em termos ocupacionais,
o principal contato € inalatério e, aqui, foi utilizada a via i.p. Para Su e
cols, (SU et al., 2015), que utilizou outra linhagem de ratos em seus
estudos, com exposicao i.p. a diferentes concentragdes de Mn sob a forma
de sulfato por 24 semanas, a mudanca na via de exposic¢ao e as diferentes
doses relatadas na literatura podem gerar, ou ndo, mudancas na atividade
locomotora do animal ap6s a exposi¢do ao Mn.

Na andlise da peroxidag&o lipidica (fig. 7), ndo houve alteracéo
no nivel estriatal de TBARS no grupo MnCl, comparado com o controle
as 24 h ap6s o término do tratamento. Aos 30 dias depois de ter cessado
a exposicdo, embora tenha aumentado visivelmente o nivel estriatal de
TBARS no grupo tratado com MnCl,, também ndo houve mudangas
significativas. Diferentemente dos resultados deste protocolo, outros
trabalhos mostraram que a exposicdo ao MnCl; eleva os niveis de TBARS
(CHTOUROU et al., 2010) (GABRIEL et al., 2013). Ainda, em relacéo
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aos niveis de NPSH (tab. 3), também ndo houve alteracdo significativa
entre 0s grupos, independentemente do periodo avaliado (24 h ou 30 dias
apos o tratamento). Nossos resultados divergem daqueles de Chtoutou e
cols (CHTOUROU et al., 2010), que mostraram uma reducdo nos niveis
de NPSH apds a exposicdo ao MnCl,. Contudo, essas divergéncias do
TBARS e NPSH podem ser explicadas pela diferente dose utilizada,
modelo animal escolhido e pela via de exposicdo distinta, visto que o
grupo de Gabiriel e cols dissolveram 3,88 mg/L MnCl, na 4gua do aquério
por 96 h, ao passo que Chtourou e colegas aplicaram, por via oral, solugdo
de 20 mg/mL MnClI; em ratos por 30 dias. Dessa forma, nota-se que,
embora seja sabido que o Mn pode levar ao estresse oxidativo no SNC
(RAMA RAO et al., 2007), a ocorréncia efetiva deste fendbmeno em
diferentes estruturas encefalicas depende de muitas variaveis, tais como
tempo de exposicdo, dose, via de administracdo, etc.

Algumas evidéncias sugerem que 0 excesso de Mn pode lesar
diversos 6rgdos (ROTH, 2009). Com base nisso, resolveu-se investigar se
0 modelo experimental utilizado neste estudo seria capaz de causar danos
periféricos. Ndo foram observadas diferencas entre os grupos para as
atividades séricas das enzimas AST e ALT (marcadoras de fungéo
hepatica), nem nos niveis séricos de ureia ou creatinina (marcadores de
funco renal).

Conforme dados literarios, o MnCl, é capaz de reduzir a
atividade dos complexos | e Il da cadeia respiratéria mitocondrial de
ratos, de maneira dose-dependente, como mostraram Zhang e cols
(ZHANG, FU e ZHOU, 2004). Por outro lado, Cordova e cols
(CORDOVA et al., 2012) relataram que o tratamento com MnCl, com
diferentes doses, também em ratos, pode aumentar a atividade do
complexo |, enquanto que no complexo IlI, os dados parecem
contraditérios, visto que, dependendo da dose, pode ocorrer aumento ou
diminuicdo. Diferentemente, neste trabalho utilizou-se um modelo de
exposicdo aguda ao MnCly, o qual ndo foi capaz de causar alteracOes
significativas nas atividades dos complexos I e Il no estriado dos animais.

No que se refere a atividade de enzimas antioxidantes, a atividade
da GR estriatal mostrou-se inalterada em 24 h ou 30 dias ap6s a exposic¢éo
ao MnCly, confirmando os registros feitos por Balasz e cols (BALASZ et
al., 2015). Ja em relagcdo a atividade da GPx estriatal, apesar de o
tratamento com Mn ndo ter resultado em mudanca significativa, a
literatura se mostra controversa, visto que Chtourou e cols (CHTOUROU
et al., 2010) registraram reducdo na sua atividade, enquanto que Balasz e
colegas (BALASZ et al., 2015) indicaram haver um aumento da GPx. Em
modelos in vitro, a literatura diz que a exposi¢do do MnCl; reduz a
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atividade ambas enzimas, GR e GPx, como no estudo de Maddirala e
colegas (MADDIRALA, TOBWALA e ERCAL, 2015).

A atividade da SOD estriatal também permaneceu inalterada
depois do tratamento com MnCly, 0 que corrobora com o trabalho de
Balasz e cols (BALASZ et al., 2015). No entanto, Gabriel e cols relataram
que hd aumento na atividade da SOD ap6s exposi¢do ao MnCl;
(GABRIEL et al., 2013), enquanto que Chtourou e cols relataram que ela
reduz (CHTOUROU et al., 2010). O que esclarece tais divergéncias sdo
o0s protocolos empregados. Gabriel e cols utilizou peixes em seu estudo e,
além disso, dissolveram o MnCl, por 4 dias no proprio aquario dos
animais. Por outro lado, Chtourou e colegas, administraram MnCl;
20mg/kg em ratos durante 30 dias. Dessa forma, embora seja sabido que
0 Mn pode levar a alteragdes nas atividades das enzimas antioxidantes
estudadas, a ocorréncia efetiva deste fendmeno em diferentes estruturas
encefalicas também depende de muitas variaveis, tais como tempo de
exposicdo, dose, via de administracao, etc.

As disparidades poderiam ser explicadas pelo fato de que ndo
houve aumento na producdo de EROs a ponto de afetar a atividade destas
enzimas. Além disso, o protocolo de Balasz e cols. difere dos outros dois
protocolos descritos anteriormente, pois utilizaram ratas prenhas que
foram expostas ao MnCl; pela 4gua de beber contendo 10.000 ppm do
metal; sendo assim, todas essas distingbes juntas podem ter contribuido
para que a literatura divirja.

Baseando-se no fato de o Mn causar toxicidade em neurdnios
DAGérgicos, decidiu-se verificar o efeito da exposi¢do aguda ao MnCl,
sobre a expressdo da enzima TH (marcador de neurbnios
catecolaminérgicos) no estriado e GP dos animais. No estriado, sua
imunorreatividade sofreu uma reducdo significativa no grupo Mn apés 24
h do tratamento, sendo recuperada e normalizada aquela do grupo
controle 30 dias depois da exposicdo. A diminui¢cdo da imunorreatividade
da TH no estriado apds a exposi¢do ao Mn pode estar relacionada a
mudangas nas vias de sintese de neurotransmissores catecolaminérgicos,
particularmente, a DA (MENON, CHANG e KIM, 2016). No GP néo
houve diferenca na sua imunomarcacéo, em quaisquer um dos tempos
analisados.

Referente aos astrocitos, por fazerem parte do sistema de defesa
do SNC (CHIN-CHAN, NAVARRO-YEPES e QUINTANILLA-VEGA,
2015), podem ser ativados frente a toxicantes. O MnCl; ndo alterou a
imunomarcacdo de GFAP no estriado dos animais, independentemente do
tempo avaliado (24 h ou 30 dias ap0s a exposi¢do), sugerindo auséncia de
gliose reativa. No GP, nas 24 h que se seguiram, ndo houve diferenga,
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contudo, foi possivel observar uma maior imunorreatividade ao GFAP
nos animais tratados com MnCl; apés 30 dias de laténcia. Essa ativacdo
pode ser explicada pelo fato de que os astrocitos também possuem
afinidade pelo Mn, podendo acumulé-lo. A gliose reativa (aumento da
reatividade da GFAP) observada no GP aos 30 dias apds a exposi¢do
sugere a existéncia de um processo reativo/inflamatério tardio, o qual
poderia ser responsavel por eventos neurodegenerativos tardios
decorrentes da exposicdo ao Mn.

Como ja mencionado, um dos mecanismos de toxicidade do Mn
se da, possivelmente, pela alteragdo metabdlica associada a neurénios
GABAérgicos (BAGGA e PATEL, 2012), com destaque para o GP, no
qual esse tipo de neurdnio é o alvo direto da toxicidade do metal
(LUCCHINI, MARTIN e DONEY, 2009). No estriado, bem como no GP,
ndo foram evidenciadas alteracbes na imunorreatividade da enzima
glutamato descarboxilase (GAD 65, marcador de neur6nio GABAérgico)
posteriormente a exposi¢do ao Mn. Estes dados corroboram com Burton
e cols (BURTON et al.,, 2009), que em estudos com primatas ndo-
humanos expostos ao Mn também ndo observaram altera¢des nos niveis
teciduais de GABA no caudado/putamen (estriado) e no GP.

No presente trabalho, foi apresentado um modelo experimental
para que se pudesse estudar os mecanismos que levam a toxicidade aguda
do MnCl,. Neste contexto, investigou-se a possivel reversibilidade dos
efeitos provocados pela sua exposi¢do ao Mn em ratos. Os danos motores
reversiveis observados no campo aberto e no beam walking podem ser
indicadores de que, ap0s a exposicdo ao Mn ser descontinuada, 0s
efeitos/sintomas da intoxicacdo pelo Mn podem ser atenuados, embora
ndo se possa dizer que os animais foram curados da intoxicagéo.

O aumento da expressdao de GFAP no globo palido somente apés
decorridos 30 dias do tratamento com MnCl;, poderia ser explicado pela
vagarosa entrada de Mn no cérebro, em concentra¢fes muito baixas, e 0
seu efluxo ser mais lento ainda, o que aumenta a neurotoxicidade do Mn
no GP depois da exposicdo (LUCCHINI, MARTIN e DONEY, 2009). A
excecdo do GFAP, esse modelo experimental mostrou que praticamente
todos os parametros analisados ou voltaram ao normal, depois do contato
com Mn ser descontinuado, ou ndo se alteraram, no caso dos complexos,
marcadores de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes, no caso de
exposicao aguda.

Em peixes zebra (zebrafish) expostos a solu¢bes de MnCl; (doses
menores que 2 mM), as larvas apresentaram defeitos locomotores
(demonstrados pelos movimentos circulares que elas exibiam) e
posturais, além de reducdo da imunorreatividade da TH no telencéfalo,
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fatores esses que se mostraram reversiveis apds 48 h de exposicdo
(BAKTHAVATSALAM et al., 2014). Contudo, este modelo ndo parece
ser suficiente para se estudar os efeitos causados por uma intoxicagdo
aguda.

No presente trabalho, demonstrou-se que o modelo experimental
utilizado induziu em ratos Wistar danos encontrados em individuos
humanos expostos agudamente aoc MnCl,. Embora considera-se 0s
resultados deste estudo relevantes, acredita-se que futuros estudos devam
focar, adicionalmente, nos mecanismos de captagéo e distribui¢cdo do Mn
no cérebro a fim de se ter um panorama mais completo da sua toxicidade.
Enfatiza-se que é importante que se tenha um modelo experimental para
se estudar sindromes como 0 manganismo em mamiferos, pois além de
serem casos cada vez mais recorrentes, a padroniza¢do de um modelo
contribuiré para reduzir as divergéncias encontradas na literatura sobre o
a exposicdo ao Mn.



65

7. CONCLUSAO

Neste trabalho foram analisados pardmetros comportamentais,
bioguimicos e imuno-histoquimicos. O tratamento com MnCl,, como ja
descrito na literatura, mostrou-se ser um bom modelo para se estudar
toxicidade DAérgica em ratos. Dessa maneira, concluiu-se que:

(i) Houve uma diminuicéo significativa no peso corporal dos ratos
expostos ao MnCl ap6s 24 em comparagao ao grupo controle. O
peso corporal foi recuperado e normalizado apds a laténcia de 30
dias. Os prejuizos motores que se mostraram alterados pela
exposicdo aguda ao MnCl, foram a reducdo do nimero de
cruzamentos e levantadas no campo aberto, e o aumento do
numero de resvaladas no beam walking nas 24 h que se seguiram
do tratamento. Contudo, esses nimeros foram normalizados ao
grupo controle, passados 30 dias a Ultima dose da exposicao;

(i) A exposicdo aguda ao metal ndo afetou os pardmetros
bioguimicos analisados. Sabendo que o Mn pode causar
alteracGes nos parametros avaliados em outros modelos
experimentais, é possivel que a auséncia de resultados
significativos esteja relacionada as particularidades do protocolo
experimental (dose, tempo de exposicdo, linhagem animal
utilizada);

(iii) A imunorreatividade da TH foi reduzida 24 h apds a exposicao
ao MnCl; no estriado; contudo, depois de 30 dias, foi revertida
comparada a do grupo controle. A imunomarcacdo do GFAP se
alterou apenas ulteriormente a laténcia, ndo sendo afetado nas 24
h apds o tratamento pela exposicdo aguda. A exposi¢do aguda
também ndo afetou a imunorreatividade da GAD 65 em nenhum
dos tempos analisados.

Notavelmente, verificou-se a potencial reversibilidade de
sintomas decorrentes da intoxicacdo do MnCl, ap6s 30 dias da
exposicdo, 0 que torna esse modelo experimental de intoxicagdo
aguda um bom protétipo de facil reproducdo para futuros estudos
sobre manganismo e sindrome com sintomas parkinsonianos.
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