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RESUMO

O manganés (Mn) é um dos metais mais abundantes da crosta terrestre,
sendo encontrado em rochas, solos, agua e alimentos. O manganismo,
sindrome causada em consequéncia do acimulo excessivo de Mn no
sistema nervoso central, é caracterizado por apresentar sintomas
similares aos observados na Doenga de Parkinson (DP). Contudo, antes
que aparecam os déficits motores (rigidez muscular, alteracdes de
equilibrio e tremor nos membros superiores), tanto no manganismo
guanto na DP, se pode perceber a presenca de sintomas mais sutis, como
diminuicdo da cognigdo e da memoria e distirbios de comportamento. A
curcumina, substancia ativa extraida do rizoma da Curcuma longa L.,
uma planta pertencente a familia Zingiberaceae, apresenta efeitos
antioxidante e neuroprotetor. Dessa forma, no presente trabalho foi
avaliado o efeito da administracdo cronica de curcumina na ragdo de
camundongos Swiss com 2 meses de idade, nas doses de 500 e 1500
ppm. Um grupo de animais recebeu inalagdo cronica da mistura de
cloreto de manganés (MnCl, - 40 mM) e acetato de manganés
(Mn(OACc); - 20 mM), por 1 hora, trés vezes por semana, durante 14
semanas. Animais também foram tratados com a combinacdo de
curcumina e Mn. O que se p6de observar foi que a inalacdo da mistura
de Mn n&o alterou a capacidade locomotora no teste do beam walking.
No entanto, tanto a curcumina quanto o Mn alteraram a capacidade
motora acurada, avaliada pelo teste do single pellet. Além disso, os
grupos que receberam curcumina e/ou Mn tiveram diminuicdo na
memoéria (teste do step down). Com relagdo aos aspectos neuroquimicos,
ndo foram encontradas alteracBes nas enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase, nas regides do estriado e do hipocampo, nem no
imunocontetdo de tirosina hidroxilase no estriado. Interessantemente,
nos grupos que receberam Mn e curcumina concomitantemente, houve
um importante aumento nos niveis de Mn e ferro na regido do
hipocampo, acompanhada de importante diminuicdo nos niveis de
serotonina e dopamina. Isto sugere que a regido do hipocampo é mais
susceptivel que a regido do estriado ao efeito da inalacdo de Mn. A
interacdo entre curcumina e Mn é inesperada, mas revela o potencial
toxico da interacdo entre metais e flavonoides, que parece afetar a
homeostase de metais e de neurotransmissores no hipocampo. Uma vez
que o tratamento somente com Mn ou curcumina ndo causa a maioria
destas alteraces observadas, o déficit motor e de memoria parece ser
independente destas alteragcfes neuroquimicas. O protocolo com 0 uso
cronico do Mn resultou em efeitos motores leves, associado a perda de



memoéria, indicando que este protocolo é adequado como um modelo in
vivo para o estudo das fases iniciais da DP.

Palavras-chave: manganés, curcumina, parkinsonismo, comportamento.



ABSTRACT

Manganese (Mn) is one of the most abundant metals in the earth's crust,
being found in rocks, soil, water and foods. The manganism, syndrome
caused as a result of excessive accumulation of Mn in the CNS, has
numerous symptoms similar to those seen in Parkinson's disease (PD).
However, before the appearance of motor deficits (muscle rigidity,
tremor and balance disorders in the upper limbs), both, manganism and
PD, shared the appearance of symptoms that are more subtle than the
motor symptoms, such as decreased cognition and memory,
comportamental disorders. Curcumin, the active and mainly ingredient
extracted from the rhizome of Curcuma longa L., a plant belonging to
the family Zingiberaceae that has various well documented
pharmacological effects, among which antioxidant and neuroprotective.
This study evaluated the effect of chronic administration of curcumin in
the diet of Swiss mice, with 2 months of age, at doses of 500 ppm and
1500 ppm, concurrently with chronic inhalation of manganese chloride
mixture (Mn(OACc)3 - 20 mM), for 1 hour, three times a week, 14 weeks
compared to neurochemical and behavioral parameters. Inhalation of
Mn did not impair locomotor capacity in the beam walking test,
however both, curcumin as Mn, decreased performance of animals in the
accurate motor ability, evaluated by the single pellet test. Moreover, the
groups that received curcumin and Mn exhibited decreased memory
scores in the step down test. Regarding the neurochemical aspects, there
were no changes in the enzymes glutathione reductase, glutathione
peroxidase, and acethylcholinesterase in the regions of the striatum and
hippocampus, nor in the immunocontent of striatal tyrosin hydroxylase.
There was a significant increase in the levels of Mn and Fe in the
hippocampal region, in parallel to a significant decrease in dopamine
and serotonin levels in the groups receiving concomitantly Mn and
curcumin. This shows that the hippocampus is more susceptible than the
striatum to the Mn inhalation. The interaction between curcumin and
Mn is unexpected but revealed the potential toxic effect to flavonoid and
metal interaction, which seem to affect neurotransmitter and metal
homeostasis in the hippocampus. Since, Mn and curcumin alone did not
cause most of these changes, motor and memory deficit seems to be
independent of such neurochemical alterations. The Mn treatment
protocol resulted in mild effect on motor performance allied to memory
impairment, indicating that this protocol is appropriate as an in vivo
initial phase PD model.

Key words: manganese, curcumin, parkinsonism, behavior.
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1. INTRODUCAO
1.1. Manganés

O manganés (Mn) é um dos metais mais abundantes da crosta
terrestre (PERL; OLANOW, 2007), sendo encontrado em rochas, solos,
4gua e alimentos (RIVERA-MANCIA; RIOS; MONTES, 2011). Os
compostos organicos de Mn sdo utilizados principalmente como aditivos
de combustiveis (manganés tricarbonil metilciclopentadieno), fungicidas
(ex. maneb e mancozeb) e como agentes de contraste em imagens de
ressonancia magnética (SANTAMARIA et al., 2007).

Considerado um elemento traco, o Mn & essencial ao
organismo. As recomendac@es de ingestdo para 0 Mn sdo de 1,8 mg de
Mn por dia para mulheres, e 2,3 mg por dia para homens (INSTITUTE
OF MEDICINE, 2002).

No cérebro, o0 Mn é encontrado na concentracdo de 1-2 ug/g de
peso seco (MORELLO et al., 2008; TAKEDA, 2003), sendo sua
presenca necessaria para o funcionamento de diversas enzimas no
sistema nervoso central (SNC), dentre elas a glutamina sintetase, a
superdxido dismutase mitocondrial e a piruvato carboxilase
(GONZALEZ-ZULUETA et al., 1998; KEEN; ENSUNSA; CLEGG,
2000; MCCORD, 1976).

A principal rota fisiolégica para a absor¢do do Mn é a via
gastrointestinal, sendo sua absor¢do finamente controlada (AU;
BENEDETTO; ASCHNER, 2008). A absorcdo via inalacdo é bastante
relevante para a medicina ocupacional. Dentre as atividades que levam a
exposicdo a0 Mn estdo indlstrias (producdo de baterias, aco e
manufaturados de aluminio), soldagem, fundi¢do, mineracdo e ainda no
uso de fungicidas a base de Mn (KEEN; ENSUNSA; CLEGG, 2000;
MYERS et al., 2003, 2009). Quando a exposicdo ao Mn no ar se da em
concentragdes acima de 5 pg/m®, podem ocorrem sintomas decorrentes
da intoxicacdo causada por este metal. A doenca causada pela exposicao
ao Mn é chamada de manganismo (YIN et al., 2010). Outras situactes
podem levar a intoxicagdo por Mn como a nutrigdo parenteral total
(HARDY, 2009), a ingestdo de &gua com altos niveis de Mn
(BOUCHARD et al., 2007; KATSOYIANNIS; KATSOYIANNIS,
2006) e a insuficiéncia hepéatica crénica (ROSE et al., 1999).

O manganismo, sindrome causada em consequéncia do
acimulo excessivo de Mn no SNC, é uma sindrome com sintomas
similares aos observados na Doenca de Parkinson (DP) (ASCHNER,;
ERIKSON; DORMAN, 2005; BARBEAU, 1984; CALNE et al., 1994;
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MARTIN, 2006). Os sintomas observados durante a intoxicacdo aguda
do manganismo sdo: astenia, anorexia, apatia, dores de cabeca,
hipersonia, espasmos, cansagco nas pernas, artralgias e irritabilidade
(NORMANDIN et al., 2004). Estes sintomas, decorrentes de exposi¢do
aguda a altas concentragbes de Mn, sdo seguidos pela chamada fase
intermediaria, na qual se observam sinais como desordens de fala,
inabilidade para realizar certos movimentos e presenca de expressdes
faciais “mascaradas”. No estdgio mais avan¢ado da sindrome, ocorre
rigidez muscular, desordens de equilibrio e tremor nos membros
superiores (MERGLER, 1999; RODIER, 1955).

Apesar de suas fungdes bioldgicas, a intoxicagdo por Mn é mais
comum que sua deficiéncia, sendo ambos prejudiciais a sadde humana
(RIVERA-MANCIA; RIOS; MONTES, 2011). Dentre os efeitos
gerados pela deficiéncia de Mn estdo malformacdes fetais, alteracdes na
formacgdo dssea, distlrbios reprodutivos e susceptibilidade aumentada
para convulsdes (FITSANAKIS et al., 2007).

Em modelos animais de neurotoxicidade induzida pela
administragdo de Mn foi constatado aumento nos niveis de Mn no
cérebro, deplecdo nos niveis de dopamina no estriado, dano aos
neurdnios dos ganglios basais, e/ou desenvolvimento de distonia
(desordem de movimentos) em camundongos, ratos e macacos
(BONILLA; PRASAD, 1984; CORDOVA et al., 2012; ERIKSSON et
al., 1987; KOMURA; SAKAMOTO, 1992).

Além disso, inimeros estudos com animais, e até mesmo com
humanos, tém demonstrado que o excesso de Mn no SNC é capaz de
gerar alteracdes na capacidade cognitiva e na memoria; também pode
gerar aumento de ansiedade e agressividade (BETHARIA; MAHER,
2012; BLECHARZ-KLIN et al., 2012; GRUNECKER et al., 2012;
TORRES-AGUSTIN et al., 2012).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar o
processo de neurotoxicidade causado pelo Mn, dentre eles o estresse
oxidativo (ZHANG; FU; ZHOU, 2004), perturbacdo do metabolismo
mitocondrial (ZHANG; HATTER; LIU, 2007), alteragdes na
homeostase do ferro (KWIK-URIBE; SMITH, 2006), e alteragdes do
metabolismo do glutamato e da dopamina (ERIKSON ET AL., 2008;
GWIAZDA; LUCCHINI; SMITH, 2007; NORMANDIN; HAZELL,
2002).

O Mn chega ao cérebro a partir da corrente sanguinea, e
aparentemente, utiliza—se de diversos mecanismos para atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE). Dentre eles estdo a participagdo do
transportador de metal divalente (DMT-1) (ASCHNER; GANNON,
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1994), mecanismos de transporte mediados por transportadores de zinco
(ZIP8) (ASCHNER; GANNON, 1994), difusdo facilitada (RABIN et
al.,, 1993), ligado a proteina transferrina (ROTH; GARRICK, 2003)
entre outros.

Tanto o transporte de Mn, quanto o transporte de Fe para
tecidos extra-hepéticos, inclusive para o cérebro, parecem ser
dependentes do sistema transferrina/receptor de transferrina (CROWE;
MORGAN, 1992; MALECKI et al., 1999). A deficiéncia de Fe causa
aumento nos niveis de transferrina e do receptor no SNC,
principalmente nas regiGes do estriado e da substancia negra (ERIKSON
et al., 1997; PINERO et al., 2000). Dentre as consequéncias
neurobioldgicas da deficiéncia de Fe se pode citar alteragdes
comportamentais, de cognicdo e alteragdo no metabolismo de
neurotransmissores (BEARD et al., 1994; ERIKSON et al., 2002).

Os nucleos da base, regido especialmente rica em Fe livre (ndo
ligado ao heme) (ASCHNER et al., 2007), é uma das principais areas do
cérebro afetadas pelo excesso de Mn (CALNE et al., 1994; OLANOW
et al., 1996; STANWOOD et al., 2009). Acredita-se que isso
provavelmente ocorra por esta ser uma regido rica em receptores DMT-1
(BURDO et al., 2001; MONTES et al., 2001; ROSE et al., 1999).

Alguns estudos mostram que 0 Mn deposita-se
preferencialmente em  astrocitos  (ASCHNER;  GANNON;
KIMELBERG, 1992; ASCHNER; VRANA; ZHENG, 1999; GUNTER
et al., 2006), fato este, que provavelmente também esta relacionado a
expressdo do transportador DMT-1, o qual possui alta afinidade por este
metal (Km = 0,3 uM). A concentracdo de Mn nos astrdcitos é cerca de
10-15 vezes maior que nos neur6nios (ERIKSON; ASCHNER, 2006).
Além disso, os astrécitos contém glutamina sintetase, enzima que
apresenta papel crucial para o metabolismo da aménia, a qual contém
cerca de 80% do Mn total presente no cérebro (WEDLER; DENMAN,
1984). Portanto, os astrdcitos mostram-se mais susceptiveis aos danos
causados pelo excesso de Mn no cérebro (ASCHNER; GANNON;
KIMELBERG, 1992).

Um dos mecanismos propostos para a neurotoxicidade induzida
pelo Mn no cérebro é o aumento do estresse oxidativo que este metal
pode causar em neurbnios dopaminérgicos (DONALDSON;
LABELLA; GESSER, 1981; HAMAI; BONDY, 2004). Estudos
mostram que, nos neurénios afetados, a morte induzida pelo excesso de
Mn estd relacionada ao aumento da formacdo de radicais livres,
deplecdo da glutationa e oxidagdo da dopamina (DUKHANDE et al.,
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2006; HAMAI; BONDY, 2004; STOKES et al., 2000; STREDRICK et
al., 2004).

A capacidade do Mn em ocasionar o estresse oxidativo é devido
a sua transicdo do estado oxidativo Mn™? a Mn*3, aumentando, assim,
sua capacidade pré-oxidante (REANEY; KWIK-URIBE; SMITH,
2002). Evidéncias experimentais sugerem que a atividade pro-oxidante
do Mn*?* é dependente da presenca de tracos de Mn"* (HAMAL;
BONDY, 2004). A conversdo do Mn*? para Mn** pode ser catalisada
pela interagdo com o anion superdxido (O,), produzido na cadeia
transportadora de elétrons (GUNTER et al., 2006). Dessa forma, uma
hiptese razoavel para explicar a neurotoxicidade do Mn é que o Mn*?
seja responsavel pela toxicidade causada aos neur6nios dopaminérgicos.
Neste caso, 0 Mn*? passa por reacdes ciclicas envolvendo a formacéo de
Mn*, Este, na presenca de dopamina, resulta na produgdo de
aminocromo, que é o principal produto toxico da oxidacdo da dopamina
levando a morte destas células (ARCHIBALD; TYREE, 1987;
SISTRUNK; ROSS; FILIPOV, 2007).

1.2. Doenca de Parkinson

A DP ¢ caracterizada pelo aparecimento de sintomas motores
como bradicinesia, rigidez, tremor de repouso e instabilidade postural
(SWICK, 2012). Sendo que os sintomas motores constituem o critério
essencial para a realizacdo do diagndstico desta doenca. Contudo, sabe-
se atualmente, que esta doenca ndo gera dano somente nos sistemas
motores, mas, na verdade, compreende uma gama de sintomas muito
mais ampla (MARTINEZ-MARTIN et al., 2007).

Além dos sintomas motores, a DP é acompanhada de sintomas
ndo-motores, dentre os quais tém-se disfuncdo autonémica, alteracbes de
humor, déficits cognitivos, diminui¢do da memoria, dor, disturbios
gastrointestinais, perda da capacidade olfativa, psicose e disturbios do
sono (BARONE et al., 2009; MARTINEZ-MARTIN et al., 2007).

A principal caracteristica da DP consiste na perda de células
dopaminérgicas na substancia nigra, juntamente, na maior parte dos
casos, com a presenca de emaranhados proteicos intracelulares
chamados corpos de Lewy (ZHANG; GOODLETT, 2004). Além desses
fatores, pode ocorrer degeneracdo colinérgica, noradrenérgica,
serotoninérgica e peptidérgica em ndGcleos do tronco cerebral
(JELLINGER, 1991).
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Os mecanismos exatos envolvidos na patologia da DP ainda
ndo estdo totalmente elucidados. Aproximadamente 50% dos neur6nios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta ja foram perdidos ao
aparecerem o0s primeiros sintomas motores, os quais, embora permitindo
o0 diagnostico de acordo com os critérios clinicos, tornam bastante dificil
a busca por tratamentos efetivos para esta doenca (MOLLENHAUER,;
ZHANG, 2012). A descoberta de diversos sintomas ndo-motores, 0S
quais parecem preceder 0s aparecimentos de déficits motores, permite a
possibilidade da realizacdo de um diagndstico precoce, além da
possibilidade de terapias novas e mais eficientes no tratamento deste mal
(ADLER, 2011).

A perda dos neur6nios dopaminérgicos da via nigroestriatal,
gera diminui¢do nos niveis de dopamina na regido do estriado, levando a
alteragdes motoras, sintoma tipicamente observado na DP (ALBIN;
YOUNG; PENNEY, 1989). A funcionalidade das vias motoras pode ser
restaurada por meio da reposicdo dos niveis de dopamina. Assim, a
principal terapia utilizada para o tratamento da DP, tem sido a
administracdo do precursor da dopamina, L-DOPA, associado a
inibidores periféricos da enzima dopa-descarboxilase ou com agonistas
periféricos de receptores de dopamina (HURLEY'; JENNER, 2006).

Dentre as monoaminas, devem ser destacadas a, serotonina e a
dopamina, as quais estdo envolvidas com diversas patologias do SNC. A
enzima tirosina hidroxilase (TH) é a enzima que converte L-tirosina em
L-DOPA. Esta conversdo constitui o passo inicial e limitante na
biossintese das catecolaminas dopamina, noradrenalina e adrenalina
(NAKASHIMA et al., 2009). Além do seu papel essencial no controle
dos movimentos motores, a dopamina também tem importante
participacdo na regulagdo do humor, da atencdo e das fungdes viscerais
(BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007).

Ja a sintese da serotonina ocorre através da hidroxilacdo do
amino4cido L-triptofano pela enzima triptofano hidroxilase, formando
5-hidroxitriptofano (5-HTP), o qual é imediatamente descarboxilado,
convertendo-se em serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), pela acdo
da enzima aminoécido descarboxilase (AADC) (LESCH et al., 2012).
Este neurotransmissor tem papel importantissimo na regulacdo do
humor, do comportamento emocional, do sono e de aprendizagem
(BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007).

Distintos mecanismos podem levar ao aumento destes
neurotransmissores no cérebro, dentre eles bloqueio na recaptacdo
sindptica, inibicdo da degradacdo intraneural ou blogueando os auto e
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hetero-receptores inibitdrios dos neurdnios pré-sinapticos (ELHWUEGI,
2004).

A enzima monoamina oxidase (MAQO) é responsavel pela
degradacdo das monoaminas. Esta enzima apresenta duas isoformas,
MAO-A e MAO-B, as quais se diferenciam principalmente pela
preferéncia de substratos. A enzima MAO-A metaboliza
preferencialmente serotonina, e a MAO-B metaboliza tanto serotonina
guanto dopamina (BINDA et al., 2011; ELHWUEGI, 2004). No SNC, a
enzima MAO-A esta presente no compartimento extraneuronal, ou seja,
nos terminais nervosos de neurdnios dopaminérgicos, serotoninérgicos e
noradrenérgicos e, a MAO-B encontra-se principalmente nas células da
glia (YOUDIM; WEINSTOCK, 2004). Tanto a MAO-A quanto a
MAO-B agem sobre o metabolismo exdgeno e reservas intracelulares de
aminas e também na regulacdo de neurotransmissores (BILLETT,
2004).

A regulacdo dessas enzimas € de extrema importancia em
determinadas patologias. Por exemplo, alguns inibidores da MAO-A séo
utilizados no tratamento de depressdo, visando aumentar as
concentragdes de serotonina e noradrenalina e, inibidores seletivos da
MAO-B séo utilizados no tratamento da DP (ADLER, 2011).

1.3. Estresse oxidativo

As ERO constituem uma variedade de metabdlitos ativos e
reativos parcialmente reduzidos da molécula de oxigénio. Algumas
destas moléculas, como por exemplo, o radical anion superdxido (0,7) e
o radical hidroxila (OH), sdo definidos como radicais livres, uma vez
gue sdo moléculas reativas que apresentam elétrons desemparelhados
em sua camada de valéncia. J& outras ERO, como o perdéxido de
hidrogénio, ndo apresentam elétrons desemparelhados, sendo, portanto,
agentes pro-oxidantes ndo-radicalares (NOVO; PAROLA, 2008).

As ERO sdo produzidas constantemente a partir do
metabolismo celular, geradas em resposta a estimulos end6genos ou
exogenos (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; USHIO-FUKAI;
NAKAMURA, 2008; GALARIS; SKIADA; BARBOUTI, 2008). As
fontes enddgenas incluem ERO produzidas durante o processo de
respiracdo celular na mitocondria e por neutrdfilos e macrofagos durante
0 processo inflamatério (CADENAS, 1989; RIGOULET; YOBOUE;
DEVIN, 2011). E, dentre os estimulos exdgenos para a formacéo dessas
moléculas, estdo os raios ultravioleta, raios X e gamma, cigarro,
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poluentes atmosféricos, agrotoxicos, entre outros (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

As ERO em excesso na célula estdo associadas ao aparecimento
de inUmeras patologias, como doencas -cardiovasculares, cancer,
diabetes, isquemia/reperfusdo, doencas neuroldgicas e doengas
relacionadas ao envelhecimento (DALLE-DONNE et al., 2006;
DHALLA et al., 2000; JENNER, 2003; SAYRE et al., 2001).

1.4. Defesas antioxidantes

A exposicdo a diversos tipos de radicais livres e ERO, entre
outros, fez com que 0s organismos desenvolvessem mecanismos
diversificados de defesas para combater os efeitos danosos dessas
moléculas. Dentre os mecanismos de defesa desenvolvidos para
combater o estresse oxidativo, podem ser citados: (1) mecanismos de
prevencdo, (2) mecanismos de reparo, (3) defesas fisicas, e (4) defesas
antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; JONES, 2006).

As defesas antioxidantes podem ser classificadas de acordo com
as suas trés principais formas de atuagdo: (1) evitar a formacdo de
espécies reativas, (2) neutralizar as espécies reativas e (3) reparar 0s
danos ocasionados pelas espécies reativas. Dessa maneira, 0 termo
antioxidante pode ser considerado como qualquer substancia que atrase,
impeca a formagdo ou remova o dano oxidativo de uma molécula-alvo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Algumas defesas antioxidantes podem ser adquiridas de forma
exdgena, ou seja, por meio da dieta. Dentre elas, destacam-se o acido
ascorbico (vitamina C), a vitamina E e os carotendides (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007; VALKO et al., 2007).

Dentre os antioxidantes de producdo enddgena, destacam-se o
sistema glutationa (GSH) e as enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT).

A GSH pode participar diretamente da eliminacdo de radicais
livres por sua acdo antioxidante, reduzir perdxidos ou conjugar-se com
compostos eletrofilicos, em reagdes catalisadas, respectivamente, pelas
enzimas glutationa peroxidase (GPx) ou glutationa S-transferase (GST)
(MAHER, 2005). Além das funcdes desempenhadas pelo proprio
peptideo GSH, o sistema redox glutationa/glutationa dissulfeto
(GSH/GSSG), atua na manutencdo do estado redox caracteristico da
ceélula (SCHAFER; BUETTNER, 2001).
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O produto resultante da oxidacdo da GSH, a partir da reacdo
catalisada pela GPx, € a GSSG, a qual pode ser reconvertida a GSH pela
acdo da enzima GR, em uma reacdo que depende da presenga de
NADPH como doador de elétrons (MAHER, 2005).

Os flavonbides sdo uma classe de compostos fendlicos
consumidos normalmente na dieta humana. Entre os flavondides estao
flavonols, flavonas, flavanonas, flavanols, antocianidinas, isoflavonas,
dihidroflavonols e chalconas (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE;
SANTOS-BUELGA, 2012). Os flavondides estdo presentes em uma
ampla variedade de alimentos, como frutas, vegetais, nozes, temperos,
ervas entre outros (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE; SANTOS-
BUELGA, 2012). Estes compostos foram associados a inimeros efeitos
benéficos, dentre eles, aumento da capacidade antioxidante
(LAMBERT; ELIAS, 2010; MARGINA et al., 2012; SERAFINI et al.,
2003) e efeito neuroprotetor (COLE; TETER; FRAUTSCHY, 2007;
HWANG; SHIH; YEN, 2012; PARK; KIM; CHOI, 2012).

1.5. Curcumina

A curcumina é a substdncia ativa extraida do rizoma da
Curcuma longa L. (Figura 1), uma planta pertencente a familia
Zingiberaceae, originaria da india e de outras partes do sudeste asiatico
(AMMON; WAHL, 1991). E conhecida popularmente como turmeric,
circuma, acafrdo, agafrdo-da-terra, gengibre-amarelo, acafrdo-da-india,
entre outros. A Curcuma longa é utilizada principalmente na
alimentagdo como flavorizante e corante. A curcumina é o principal
constituinte ativo e responsavel pelas propriedades antioxidantes
(RAMASWAMY; BANERJEE, 1948).
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Figura 1: Aspecto morfolégico da Curcuma longa L.

Na India, a medicina popular faz uso da Curcuma longa ha
séculos como remédio para uma grande variedade de doencas. Dentre
estas doencas destacam-se disfungBes respiratorias, hepatopatia,
anorexia, reumatismo, sintomas da diabetes, coriza, tosse e sinusite, e 0
uso de uma pasta dessa substancia em infecgdes oculares, picadas de
insetos, queimaduras, acne e outras doencas de pele (ARAUJO; LEON,
2001; HEATH et al., 2003).

A curcumina apresenta varios efeitos farmacoldgicos
documentados, como por exemplo, efeito antitrombotico
(SRIVASTAVA et al., 1985), antimetastatico (MENON; KUTTAN;
KUTTAN, 1999), antimicrobiano e carcinogénico (JORDAN; DREW,
1996; MAHADY et al., 2002; KIM; CHOI; LEE, 2003; REDDY et al.,
2005), antiinflamatério (AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003;
SHARMA, 1976; RUBY et al., 1995; SUGIYAMA; KAWAKISHI;
OSAWA, 1996), antioxidante (SHARMA, 1976; RUBY et al., 1995;
SUGIYAMA; KAWAKISHI; OSAWA, 1996), efeito antireumatico
(DEODHAR; SETHI; SRIMAL, 1980), cardioprotetor (DIKSHIT et al.,
1995; NIRMALA; PUVANAKRISHNAN, 1996; MANIKANDAN et
al., 2004), melhora de doencas respiratorias (VENKATESAN, 2000),
hepato e nefro-protetor (KISO et al., 1983; VENKATESAN;
PUNITHAVATHI; ARUMUGAM, 2000; VENKATESAN, 2000, 1998;
REYES-GORDILLO et al., 2007), hipoglicémico (BABU;
SRINIVASAN, 1997; ARUN; NALINI, 2002; WEISBERG; LEIBEL,;
TORTORIELLO, 2008) e neuroprotetor (COLE; TETER,;
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FRAUTSCHY, 2007). Acredita-se que o efeito neuroprotetor da
curcumina deva estar associado a sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica (LIM et al., 2001; THIYAGARAJAN; SHARMA,
2004; DUVOIX et al., 2005).

Os trés principais curcuminoides que constituem a Curcuma
longa séo: a curcumina (diferuloilmetano), a demetoxicurcumina e a
bisdemetoxicurcumina (Figura 2). S&o encontrados ainda no rizoma da
Curcuma longa, 6leos volateis (tumerona, atlantona e zingiberona),
aclcares, proteinas e resinas (“NTP TOXICOLOGY AND
CARCINOGENESIS STUDIES OF TURMERIC OLEORESIN (CAS
NO. 8024-37-1) (MAJOR COMPONENT 79%-85% CURCUMIN,
CAS NO. 458-37-7) IN F344/N RATS AND B6C3F1 MICE (FEED
STUDIES)”, 1993).

curcumina
PM=368
H‘\
0
e | OCH,
HO = OH
demetoxicurcumina
PM=338
H\
O (4]

bisdemetoxicurcumina
PM=308

Figura 2: Estrutura quimica dos principais componentes do extrato de
Curcuma longa. Adaptado de Hiserodt et al. (1996).
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A curcumina é um polifenol lipofilico, insolivel em &gua
(AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003), mas estavel em pH &cido
(WANG et al., 1997), apresentando alta taxa de decomposicdo em pH
neutro ou bhasico e susceptibilidade a degradacdo fotoquimica
(TONNESEN, 2002; TOMREN et al., 2007).

Quando administrada por via oral, a curcumina apresenta uma
taxa de absor¢do muito baixa no intestino (SHOBA et al., 1998; PAK et
al., 2003; LIU et al, 2006). Estudos tém mostrado que a
biodisponibilidade da curcumina em humanos e roedores é bastante
baixa, mediante a ampla gama de efeitos fisiologicos e farmacoldgicos
gue este composto apresenta (SHARMA, 1976; IRESON et al., 2001;
GARCEA et al., 2004).

Quando administrada por via oral, a curcumina sofre rapida
metabolizacdo enzimatica, principalmente na mucosa intestinal, figado e
rins, por meio de processos de sulfatacdo, glucuronidacdo e reducéo.
Sua metabolizagdo culmina em rapida eliminacdo sistémica, sendo este
um fator limitante, levando a uma baixa concentracdo sanguinea e
tecidual (GARCEA et al., 2004; ANAND et al., 2007). Estudos de Pan
et al, (1999) mostraram que, no sangue de camundongos, a curcumina
esta presente majoritariamente na forma de conjugados glucuronilados
(99 %). Entre os metabolitos da curcumina presentes em maior
guantidade estdo a curcumina-glucuronosidio, dihidrocurcumina-
glucurinosidio, a tetrahidrocurcumina (THC)-glucuronosidio e a
tetrahidrocurcumina (THC) (Fig. 3).

Os conjugados de curcumina atingem niveis plasmaticos
maximos (0,22 pg/mL) ap6s 1 hora de administracdo oral, decaindo até
0 nivel minimo de deteccdo (5 ng/mL) 6 horas apds sua administracdo
oral (ASAIl; MIYAZAWA, 2000; PAN; HUANG; LIN, 1999). A
curcumina e seus metabolitos podem ser observados esquematicamente
na Figura 3. Em estudo clinico, foi observado que doses de até 12 g por
dia séo bem toleradas sem que ocorra nenhum efeito tdxico (CHENG et
al., 2001).
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Figura 3: Vias de metabolizagdo da curcumina. Adaptado de Anand et
al. (2007).

A curcumina parece ter efeito neuroprotetor no SNC contra 0s
efeitos danosos causados por niveis elevados de metais, tais como o
ferro. O tratamento com curcumina leva a uma diminuicdo da
peroxidacdo lipidica e do ciclo redox (DAIRAM et al., 2008). A
curcumina também apresenta efeito neuroprotetor em animais expostos
ao aluminio (KUMAR; DOGRA; PRAKASH, 2009; SETHI et al.,
2009) e ao cobre (HUANG et al., 2011).

Ainda ndo constam na literatura estudos que avaliem o efeito da
curcumina sobre a exposi¢do crénica ao Mn no SNC.



24

2.  JUSTIFICATIVA

A intoxicacdo por Mn constitui um importante risco a satde de
subgrupos da populagdo, como trabalhadores de industrias quimicas, por
exemplo. As principais fontes ambientais de contaminacdo de Mn
incluem a fabricacdo de ligas de ago, ferro, ceramica, vidro, fertilizante
e atividades mineradoras (BOWLER et al., 2007; ROLLIN;
NOGUEIRA, 2011).

Um dos mecanismos pelos quais ocorre neurotoxicidade
induzida pelo Mn é o aumento do estresse oxidativo que este metal
causa nos neurdnios dopaminérgicos, localizados nos ganglios da base
(HAMAI; BONDY, 2004). Estudos mostram que a morte neuronal
induzida pelo excesso de Mn no cérebro esta relacionada ao aumento da
formac&o de radicais livres, deplecdo da GSH, e oxidagdo da dopamina
dentro dos neurdnios afetados (DUKHANDE et al., 2006; STREDRICK
et al., 2004).

Além disso, a intoxicacio com Mn também leva ao
aparecimento de sintomas similares aos observados na DP (ASCHNER
et al., 2005). E ainda, a inalacdo de Mn parece favorecer o acUmulo
desse metal na regido dos ndcleos da base, causando diminui¢do dos
niveis de dopamina e, consequentemente levando ao aparecimento de
déficits motores, similares aos observados em modelos animais de
estudo de DP (ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008).

Ja a curcumina é um composto fendlico amplamente estudado,
devido as inimeras propriedades farmacolégicas que apresenta, dentre
as quais podem ser destacadas: antioxidante (LIN et al., 2012), e
neuroprotetora (MANSOURI et al, 2012; TRIPANICHKUL;
JAROENSUPPAPERCH, 2012).

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o possivel
efeito neuroprotetor da curcumina contra os deficits comportamentais
(motores, cognitivos e de memoria), bem como possiveis alteracdes
neuroquimicas e cognitivas causadas pela exposicdo cronica ao Mn.
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3.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar, em camundongos Swiss, 0 potencial efeito
neuroprotetor da curcumina sobre o0s efeitos comportamentais e
neuroguimicos da exposicao cronica ao Mn.

3.2.  Obijetivos especificos

a. Investigar os efeitos da presenca de curcumina na ragdo, nas
concentracBes de 500 e 1500 ppm, administrados durante o
periodo de 14 semanas, sobre parametros comportamentais e
neuroquimicos nas regifes do estriado e do hipocampo de
camundongos Swiss adultos;

b. Investigar os efeitos da administracdo crbnica de manganés
através de inalagGes feitas a cada 48 horas de uma mistura de
cloreto e acetato de manganés (40 : 20mM), durante o periodo
de 14 semanas, sobre os parametros comportamentais e
neuroquimicos nas regifes do estriado e do hipocampo de
camundongos Swiss adultos;

c. Verificar se a co-administracdo de curcumina é capaz de
amenizar os possiveis danos comportamentais e neuroquimicos
causados pela inalagdo de manganés.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com 2 meses de
idade, com peso médio de 40-50 g. Os animais foram mantidos em
ciclos de 12h/12h de claro e escuro, com temperatura de 22 + 2 °C, agua
ad libidum. A ingestdo de comida foi controlada de modo que 0s
animais mantivessem o peso estdvel. Os animais utilizados foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina e mantidos no biotério setorial nas mesmas condicfes. Todos
os procedimentos envolvendo animais foram executados de acordo com
as normas do Comité de Etica da UFSC (protocolo N° PP00735) .

4.2. Preparo da racdo

A racdo foi acrescida do composto fendlico curcumina, nas
doses de 500 e 1500 ppm (FRAUTSCHY ET AL., 2001; JYOTI;
SETHI; SHARMA, 2009; YANG et al., 2005). A curcumina foi
adquirida comercialmente da farmacia de manipulacdo Essentia®, sendo
gue a mesma apresentava laudo de pureza de 98%. Para o preparo da
racdo modificada, utilizou-se como base a ragdo comercial da marca
Biotec®. A mesma foi moida em particulas de 500 um e, em seguida
acrescida do flavonodide nas respectivas concentragdes. Apds ser
misturada de forma homogénea, a racdo foi repeletizada e seca em
estufa a 60° C overnight.

Apo6s a secagem, a racdo foi acondicionada em recipientes
escuros, de modo a evitar seu contato direto com a luz, e armazenada em
geladeiras, de modo a evitar oscilagdes de temperatura.

4.3. Tratamento

Para fazer a inalagdo, os animais foram acondicionados em uma
caixa acrilica fechada, onde inalaram aproximadamente 20 mL de uma
mistura (1:1) de cloreto de manganés (MnCl, - 40 mM) e acetato de
manganés (Mn(OAc); - 20 mM), por 1 hora, trés vezes por semana,
durante 14 semanas (adaptado de Ordofiez-Librado et al., 2008). A
curcumina foi administrada por meio da racéo nas concentragfes de 500
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e 1500 ppm (FRAUTSCHY ET AL., 2001; JYOTI; SETHI; SHARMA,
2009; YANG et al., 2005). Os animais recebiam diariamente a racéo,
em quantidades suficientes para que mantivessem 0 peso
(aproximadamente 5g/animal/dia). Quarenta e oito horas apds a Ultima
inalacio de Mn os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, e o cérebro rapidamente removido e dissecado sobre uma
superficie a 4 °C, obtendo-se uma amostra do estriado e hipocampo, as
quais foram congeladas a -80 °C até a sua utilizacdo.

Para a realizacdo do tratamento, os animais foram divididos
randomicamente em seis grupos experimentais. O tratamento de cada
grupo esta esquematizado na Tabela 01.

Tabela 01: Grupos experimentais.

Grupo Racao Inalagéo
Citl Racdo padréo Agua deionizada
Cur500 Ragdo com curcumina Agua deionizada
500 ppm
Cur1500 Racéo com curcumina Agua deionizada
1500 ppm
Mn Racdo padréo MnClI; (40 mM)/Mn(OAc); (20
mM) dissolvido em agua
deionizada
Mn + Ragdo com curcumina  MnCl, (40 mM)/Mn(OAc); (20
Cur500 500 ppm mM) dissolvido em agua
deionizada
Mn + Ragdo com curcumina  MnCl, (40 mM)/Mn(OAc); (20
Cur1500 1500 ppm mM) dissolvido em agua

deionizada
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4.4. TESTES COMPORTAMENTAIS

4.4.1. Teste do campo aberto

O teste do campo aberto permite a avaliacdo da atividade
locomotora e exploratéria do animal. Para a realizacdo do teste, os
animais foram colocados individualmente, em um aparato redondo,
medindo 52 cm de didmetro e 27 cm de altura, dividido internamente em
12 quadrantes iguais. A atividade locomotora de cada animal foi
determinada através da filmagem durante um periodo de 5 minutos, a
qual foi posteriormente analisada (CAPRA et al., 2010; GONCALVES
etal., 2011; TOLARDO et al., 2010).

4.4.2. Teste do beam walking

Esse teste avalia a habilidade do animal de se manter
equilibrado e atravessar caminhando uma coluna de 3 mm de largura e
100 cm de comprimento, elevada 75 cm do chdo em um angulo de 15°,
de modo a alcangar uma plataforma que da& acesso a sua caixa de
contencgdo (ambiente seguro), conforme descrito por Ordofiez-Librado et
al., (2008). O animal é colocado na parte mais baixa da coluna de modo
gue ao deslocar-se para cima alcance a caixa-alvo.

Para a realizagdo do teste, os animais foram previamente
treinados por quatro dias, realizando quatro tentativas por dia. Durante o
treino os animais foram posicionados no inicio da coluna de madeira,
sem qualquer inclinacdo. Uma vez que 0s animais atravessassem a
coluna de madeira, em um intervalo maximo de 20 segundos, eles
completavam mais duas tentativas consecutivas com a viga inclinada,
com tempo méaximo para realizar a travessia de 60 segundos. Apds o
periodo de treino, os animais realizaram 0s testes somente na viga
elevada.

4.4.3. Teste do single-pellet

Para a realizac@o deste teste utilizou-se uma caixa de acrilico
medindo 19,5 cm de comprimento, 8 cm de altura e 20 cm de largura. A
parte frontal da caixa contém uma fenda vertical de 1 cm de largura. Um
suporte de plastico de 0,2 cm de espessura (8,3 cm de comprimento e
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3,8 cm de largura), situado a 1,1 cm do chdo, na frente da caixa. Antes
do treinamento, os animais foram privados de comida por 24 horas. A
partir de entdo, receberam uma dieta restrita de aproximadamente 50
g/kg de peso corporal, ajustada para manter o seu peso corporal
constante. Para a realizacdo do treinamento, pellets de racdo com 20 mg
foram posicionados no espago denteado, distante 1 cm da fenda e de
forma central as extremidades. Os animais foram treinados
individualmente.

Durante o treino, cada animal deveria pegar dez pellets de
racdo, de modo que se o animal conseguisse agarrar o pellet através da
fenda, sem deixar que 0 mesmo caisse no chdo, a tentativa seria
considerada bem sucedida. No entanto, se o animal batesse no pellet
sem pega-lo ou deixasse o pellet cair apds pega-lo, a tentativa era
considerada como fracassada (FARR; WHISHAW, 2002). A avaliacéo
qualitativa consiste em analisar 0 “desempenho de alcance”, a mudanga
postural e a extensdo do membro, objetivando, a supina¢do-pronacéo da
pata durante o movimento e a liberagdo da pelota de comida na boca.
Este teste foi realizado como descrito previamente Ordofiez-Librado et
al. (2008).

4.4.4. Teste de realocacéo do objeto

O teste do de realocagdo do objeto foi realizado de acordo com
0 método descrito por Assini et al. (2009). Os animais foram colocados
no centro do aparato de campo aberto, diante de dois objetos idénticos,
afastados 7 cm das paredes, durante 3 minutos. O tempo de exploracéo
de cada objeto (segundos) foi aferido com cronémetro, ou seja, quando
o animal olhava, cheirada ou estava em contato com o objeto,
investigando-o com menos de 1 cm de distancia. Para que o animal
pudesse se localizar na arena, uma pista foi colada na parede do aparato.
Os animais foram reexpostos ao aparato para a sessdo de teste 90
minutos ap6s a sessdo de treino. Para o teste, um dos objetos foi
deslocado e o tempo de exploracéo de cada objeto foi aferido durante 3
minutos. O desempenho cognitivo dos animais foi analisado por meio
do indice de localizacdo descrito por Murai et al. (2007): (T deslocado x
100) / (T deslocado + T familiar), onde T deslocado é o tempo de
exploracéo do objeto deslocado e T familiar é o tempo gasto explorando
0 objeto familiar (ndo-deslocado).
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4.4.5. Teste da esquiva inibit6ria do tipo step down

Neste teste é avaliada a capacidade de aprendizagem do animal
por meio da aplicagdo de um estimulo aversivo (choque). Para a
realizacdo deste teste, o animal é colocado em uma caixa acrilica (50 x
25 x 25 cm), sobre uma plataforma (4 x 6 cm e 2 cm de altura)
localizada no centro do aparato. O chdo do aparato consiste de barras de
aco com 1,0 mm de diametro, espacadas uma da outra em 1,0 cm. Na
sessdo de treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o
tempo de laténcia (segundos) até que o animal descesse com as quatro
patas foi registrado. Uma vez fora da plataforma com as quatro patas, o
animal recebeu um choque de 0,3 mA de intensidade com duracéo de 2
segundos, de acordo com o descrito por Prediger et al. (2010). Durante o
teste, 0s animais ndo recebiam choque e tinham um tempo maximo de
180 segundos para descer da plataforma. De modo a avaliar a memoria
de curta duracdo e a memdria de longa duracdo, os animais foram
testados 1,5 h e 24 h apds a sessdo de treino.

4.4.6. Teste de discriminacéo olfatéria

O teste de discriminacdo olfatéria avalia a capacidade dos
animais de diferenciar odores, e foi aplicado de acordo com o método
descrito primeiramente por Soffié e Lamberty (1988) e posteriormente
adaptado por Prediger et al., (2005). Para a realizacdo do teste, 0s
animais foram colocados durante 5 minutos em uma caixa plastica,
dividida em dois compartimentos de tamanhos idénticos (30 x 30 x 20
cm) separados por uma abertura, através da qual o animal podia se
movimentar, passando de um compartimento para outro. Em um dos
compartimentos foi colocado serragem limpa (ndo-familiar) e no outro
compartimento foi colocado serragem retirada da caixa onde o animal
esteve nas Ultimas 48 horas antes do teste (familiar). O tempo
(segundos) que o animal explorou a serragem limpa (ndo-familiar) foi
mensurado.
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4.5. ANALISES BIOQUIMICAS

4.5.1. Preparacdo das amostras

Vinte e quatro horas ap6s a realizagdo dos testes
comportamentais, os animais foram decapitados, e o cérebro removido e
dissecado sobre gelo, sendo extraidos o estriado e hipocampo. As
estruturas foram armazenadas em microtubos e imediatamente
congeladas a -80° C até a sua utilizacdo.

4.5.2. Atividade enziméatica

O estriado e o hipocampo foram homogeneizados em tampéao
HEPES 20 mM, pH 7,4. O homogenato foi entdo centrifugado a 20.000
g por 30 min em centrifuga refrigerada a 4° C. O sobrenadante foi
separado para avaliagdo dos parametros bioquimicos.

Glutationa Peroxidase (GPx): A atividade da GPx foi avaliada
pelo método descrito por Wendel (1981), onde 0 meio de reagdo contém
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, 1 mM EDTA, GSH 1 mM, NADPH
0,225 mM e 0,2 U/ml de GR. Inicia-se a reacdo pela adi¢do de
peroxido de cumeno (CHP) a uma concentracdo final de 1,0 mM. A
enzima GPx presente na amostra degrada o CHP a partir da utilizagéo da
GSH como doador de elétrons, resultando em alcool do CHP, GSSG e
adgua. A GSSG formada é rapidamente reduzida pela GR com o
consumo de NADPH, que pode ser medido espectrofotometricamente
em 340 nm. A atividade da GPx é proporcional ao consumo de NADPH.

Glutationa redutase (GR): A atividade da GR foi medida pelo
método de Carlberg; Mannervik (1985), onde o0 meio de reacdo contém
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0, 1,0 mM de EDTA e NADPH 0,225
mM. Ao adicionar GSSG, 1,0 mM, concentracao final, a GR presente na
amostra reduz a GSSG para GSH, consumindo para isso NADPH. Esse
consumo de NADPH pode ser quantificado, a partir da leitura em 340
nm em espectrofotdmetro.

Dosagem de proteina: A atividade enzimatica foi relativizada a
concentracdo de proteina. A dosagem de proteina foi efetuada de acordo
com o método de Bradford (1976), usando a albumina do soro bovino
como proteina-padrao.
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4.5.3. Western blotting

As amostras das regides do estriado dos animais tratados foram
diluidas em glicerol 10 %, SDS 2,0 %, azul de bromofenol 0,004 %,
Tris-HCI 0,106 M, pH 6,85, com ou sem 2-mercaptoetanol 5,0 %. As
proteinas (50 pg/poco) foram separadas por gel de poliacrilamida com
SDS (SDS-PAGE) usando um aparato Mini-protean tetra (Bio-Rad, Sdo
Paulo). A eletroforese foi realizada com uma voltagem fixa de 120 volts
por 90 minutos, ou até o corante ter alcancado o final do gel, utilizando-
se para isso um tampé&o de corrida contendo 190 mM de glicina, 25 mM
de Tris e 0,1 % de SDS. Apds a separacdo, as proteinas foram
transferidas eletroforéticamente para uma membrana de nitrocelulose,
utilizando o aparato Mini Trans-Blot (Bio-Rad, S&o Paulo), por 90
minutos a 100 volts e sob-refrigeracdo. As membranas foram entdo
blogueadas com leite desnatado 5,0 % e incubadas overnight com
anticorpos contra Tirosina Hidroxilase (Santa Cruz — Califérnia,USA)
na diluicdo de 1:2000. Apds a incubacdo com anticorpo secundario anti-
mouse ligado a peroxidase (1:4000), a revelagdo foi feita com uma
solugdo quimioluminiscente seguida da exposicdo em filme
radiografico.

4.5.4, Andlise de metais

A dosagem dos niveis de Mn e Fe foi realizada no hipocampo e
no estriado, sendo que foi utilizada uma estrutura inteira (2 hemisférios)
de cada animal para as analises. As estruturas foram secas em estufa a
100° C durante aproximadamente 24h. O tecido seco de cada animal foi
pesado e, em seguida acidificado com 1,5 mL de HNO; concentrado por
1 hora a temperatura ambiente e incubado em banho-seco, de modo a
completar o processo de digestdo da amostra, por mais 1 hora ou até que
0 material estivesse completamente digerido. Ao final deste processo, o
volume foi ajustado para 20 mL (~10 mg/20 mL).

As andlises para determinacéo dos niveis de Fe foram realizadas
através da técnica de Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente  Acoplado (ICP-OES)  (725-ES, Varian) e as
determinacBes de Mn foram realizadas por meio da técnica do
instrumento ICP-MS (X Series 2, Thermo Scientific).

Para a andlise das amostras foi utilizada uma curva de
calibracdo (solugdo de 10 ng/mL de indio), e em seguida foi realizada a
calibracdo para os parametros desejados. As curvas padrdes para Mn e
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Fe foram preparadas utilizando-se solugbes certificadas. As analises
foram realizadas na Universidade de Plymouth (Reino Unido), no
departamento de School of Geography, Earth and Environmental
Sciences (Faculty of Science and Technology), no laboratério do
Dr.Andrew Fischer.

4.5.5. Anélise de neurotransmissores

As anélises das concentragdes de dopamina e serotonina foram
adaptadas de método previamente estabelecido (ALMEIDA et al.,
2003), e realizadas na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP) no laboratério do Prof. Dr. Eduardo Almeida.

A concentragdo das monoaminas neurotransmissoras foi
determinada por HPLC acoplado a um detector eletroquimico
coulométrico (Coulochem Il ESA, Bedford, MA), associado a uma
célula condicionada Modelo 5021 mantida em um potencial de + 900
mV e uma célula dual analitica Modelo 5011 fixada em 50 mV
(primeira célula) e em 700 mV (segunda célula).

As amostras foram separados em uma coluna C-18 (250 x 4,6
mm, 5 pm) a um fluxo isocratico de 0,9 mL.min™ e a identificacdo e
quantificacdo do pico da dopamina e serotonina foram realizadas por
meio do software EasyChrom (Agilent Technologies). Com estas
condicGes, a dopamina, claramente, eluiu-se em cerca de cinco minutos,
enquanto que a serotonina em cerca de 10 minutos. A concentracdo das
monoaminas foi expressa em pg/mg de tecido e foi quantificada com
base em uma curva padrdo com concentragdes conhecidas.

4.5.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados para homocedasticidade
(Teste de Grubbs) e normalidade (Teste de Shapiro-Wilk). Quando os
dados apresentavam distribuicdo normal e suas variancias ndo diferiam,
foi feita a andlise de variéncia de uma via (ANOVA), seguido do Teste
de Newman-Keuls, quando necessario.

No teste do single pellet, onde o nimero de sucessos é contado,
os dados foram transformados em fragéo referenciado sucesso maximo,
os valores assim obtidos foram convertidos em ArcoSeno, e em seguida
analisados pelo teste  ANOVA de uma via, seguidos pelo Teste
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Newman-Keuls. Os resultados foram considerados significantes quando
p <0,05.

No teste da esquiva inibitéria do tipo step down a andlise
estatistica dos dados foi feita por meio do teste ANOVA de uma via,
seguido pelo teste t de Student. As diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05 (*).
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos da inalacdo de Mn sobre a atividade comportamental

O tratamento com Mn, segundo dados da literatura, leva ao
desenvolvimento de prejuizos das habilidades motoras (CORDOVA et
al., 2012; ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008). Dessa forma, ao longo
ou apds o tratamento por inalagdo com a mistura de MnCl, (40 mM) +
Mn(OACc); (20 mM) por 14 semanas, a habilidade motora dos animais
foi avaliada por meio de trés testes motores distintos.

1501

1004

Cruzamentos

0..
Cur500 - + - - + -

Cur1500 - - + - - +
Mn - - - + + +

Figura 4: Atividade locomotora avaliada por meio do teste do
campo aberto. N&o foram encontradas diferencas significativas com o
teste estatistico ANOVA de uma via (n=10-12). Dados séo apresentados
como média e erro padrao.

No teste do campo aberto, o qual avalia a locomocao
espontanea do animal em uma arena, nenhum dos grupos tratados
apresentou qualquer alteracdo na atividade locomotora (Fig. 4). Além
deste teste, foram realizados ainda dois outros testes, visando avaliar o



36

desempenho motor, séo eles o teste do beam walking e o teste do single
pellet.

O teste do beam walking exige que o animal apresente
equilibrio motor para a sua realizacdo, bem como firmeza nas patas, de
modo que possa atravessar a coluna de madeira sem deslizar. Ja o teste
do single pellet avalia a capacidade de realizar movimentos motores
precisos e refinados, uma vez que para a realizacdo deste teste, o animal
necessita passar a pata por uma fenda para ter acesso a racdo. Ao
direcionar o alimento para a boca, as habilidades motoras também
precisam estar preservadas para evitar que o pellet de racdo caia
(ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008).

No teste do beam walking (Fig. 5A), segundo o teste estatistico
ANOVA de uma via, a inalagdo da mistura de MnCl, (40 mM) +
Mn(OAc); (20 mM) por 14 semanas, ndo foi capaz de afetar de forma
significativa a capacidade de equilibrio motor dos animais ao longo do
tratamento, uma vez que ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0S grupos experimentais.
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Figura 5: Atividade motora avaliada através dos testes do beam
walking e do single pellet. (A) Teste do beam walking - ndo foram
encontradas diferengas estatisticas segundo teste estatistico de ANOVA
de uma via (n=18). (B) Teste do single pellet — O ndmero de
cruzamentos foi convertido em porcentagem do controle e transformado
em ArcoSeno. Os valores de ArcoSeno, foram, entdo, comparados com
0 teste de varidncia ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de
Newman-Keuls (n=18). Os grupos tratados com curcumina 500 ou 1500
ppm, Mn (MnCl, (40 mM) + Mn(OAc); (20 mM)), ou a combinacdo
destes, obtiveram desempenho estatisticamente (p < 0,05) inferior ao
grupo controle (Ctl vs. Cur500; Ctl vs. Curl500; Ctl vs. Mn; Ctl vs.
Mn+Cur500; Ctl vs. Mn+Curl1500). Dados sdo apresentados como
nimero médio de sucesso e erro padréo.
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No teste do single pellet (Fig. 5B), no entanto, a habilidade
motora de realizar movimentos refinados, encontra-se reduzida apos a
inalacdo da mistura de MnCl, (40 mM) + Mn(OAc); (20 mM) por 14
semanas, em camundongos Swiss adultos jovens. Conforme pode ser
observado na Fig. 5B, durante todo o tratamento o grupo Ctl
permaneceu com desempenho superior. Além disso, ambos 0s grupos
que apenas recebiam curcumina na racdo (Cur500 e Curl500),
apresentaram desempenho bastante proximo ao grupo Ctl a partir do dia
60, no entanto, nos 40 dias iniciais o0 desempenho foi inferior, o que foi
confirmado pelo teste estatistico.

Em estudos realizados por Blecharz-Klin et al.(2012) e
Schneider et al.(2009), com ratos machos de 3 meses de idade (MnCl, -
0,8 mg/Kg) e primatas ndo-humanos adultos de 5-6 anos de idade
(MnSO, - 15 a 20 mg/Kg), respectivamente, foi demonstrado que o0 Mn
tem a capacidade de causar déficits cognitivos e de memoria. Assim, ao
final do tratamento com a inalagdo de MnCl, (40 mM) + Mn(OAc); (20
mM) por 14 semanas, juntamente com 0 acréscimo de curcumina na
racdo, os animais foram submetidos a testes de memoria distintos, o
teste da realocagdo do objeto e o teste da esquiva inibitoria do tipo step
down.
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Figura 6: Desempenho dos camundongos submetidos ao teste do
reconhecimento do objeto. O desempenho cognitivo dos animais foi
analisado por meio do indice de realocacdo (T deslocado x 100) / (T
deslocado + T familiar), onde T deslocado é o tempo de exploracdo do
objeto deslocado e T familiar é o tempo gasto explorando o objeto
familiar (ndo-deslocado). Segundo o teste estatistico ANOVA de uma
via, ndo foram encontradas diferencas significativas (n=8-10). Dados
sdo apresentados como média e erro padréo.

No teste da realocacdo do objeto, avaliou-se a capacidade
exploratéria dos animais. Conforme indicado na Fig. 6, o teste
estatistico ANOVA de uma via, ndo detectou diferencas significativas
entre 0s grupos.

O teste da esquiva inibitdria do tipo step down avalia memoria
de curta e de longa duracdo, além da capacidade de aprendizado
(Prediger et al., 2008). A Fig. 7 mostra que o grupo controle apresentou
aumento significativo no tempo de laténcia (~100 s) para descer da
plataforma tanto apés 1,5 h, assim como, 24 h ap6s o condicionamento.
O grupo Cur500 mostrou uma capacidade de aprendizado e meméria de
curta duracdo diminuida 1,5 h ap6s o teste, uma vez que sua laténcia
para descer da plataforma ndo sofreu aumento (Fig. 7). Entretanto,
houve retencdo de meméria de longo prazo, uma vez que 0s animais, da
mesma maneira que o grupo controle, aumentaram a laténcia para descer



40

da plataforma (~100 s). Com relacdo aos grupos Curl500, Mn,
Mn+Cur500 e Mn+Curl1500, pode-se perceber que ndo houve retengdo
da memoéria de curta e nem de longa duragdo, pois nenhum destes
apresentou diferencas significativas com relacdo ao tempo de laténcia
para descer da plataforma ap6s o condicionamento para nenhum dos
tempos testados (1,5 h e 24 h).

[ Condicionamento
2001 @ Teste1,5h
* Hl Teste 24 h
150+ *

LTI

Cur500 - + - -
Cur1500 - - + - - +
Mn - - - + + +

a1
<

Laténcia para descer (s)

Figura 7: Avaliacdo da memoria de curta duracéo (1,5 h) e longa
duracdo (24 h) através do teste da esquiva inibit6ria do tipo step
down. A andlise estatistica dos dados foi feita por meio do teste
ANOVA de uma via, seguido pelo teste t de Student (n=6-8). As
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (*).

Como o tratamento com a mistura de MnCl, (40 mM) +
Mn(OAc); (20 mM) foi realizado por via inalatéria durante um longo
periodo (14 semanas), julgamos ser importante a analise da capacidade
olfativa dos animais. Dessa forma, os animais foram submetidos, ao
final do tratamento, ao teste da discriminacdo olfatéria. Como indicado
na Fig. 8. Segundo a analise estatistica ANOVA de uma via, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos, demonstrando que
o0 tratamento ndo afetou a capacidade olfativa dos animais.
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Figura 8: Avaliacdo da preferéncia pela maravalha nova (nao-
familiar) no teste da discriminacdo olfatéria. Segundo o teste
estatistico ANOVA de uma via, ndo foram encontradas diferencas
significativas (n= 6-8). Dados sdo apresentados como média e erro
padréo.

5.2.  Efeitos da inalacdo de Mn sobre parametros neuroquimicos

Além de avaliar o efeito da inalagcdo de Mn e da ingestdo de
curcumina sobre os parametros comportamentais de camundongos,
foram analisados também pardmetros bioquimicos em diferentes
estruturas do cérebro.

Varios trabalhos mostram que o Mn é capaz de gerar aumento
do dano oxidativo no SNC, levando, por exemplo, ao aumento de
peroxidacédo lipidica (AVILA et al., 2008; MILATOVIC et al., 2009,
2011), e da formacgdo de ERO (ALI et al., 1995; ZHANG; ZHOU; FU,
2003). Dessa forma, a atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR
foi analisada nas regiGes do estriado e do hipocampo (Tab. 2). No
entanto, as diferencas na atividade destas enzimas entre os grupos nao
foram significativas.
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Tabela 02: Atividade enzimatica no estriado e do hipocampo

Grupo' Estriado Hipocampo
GR’ GPx GR GPx
Ctl 66,9+3,6° 42,3+1,8 651+3,0 29,6+3,0

Cur500 68,1+7,3 43,6+4,2 62,7+6,2 31,2+2,6
Cur1500 68,0+6,5 38,7+7,0 66,1+7,1 31,3+8,4
Mn 68,5+2,0 40,7419 67,8+4,1 28,1+2,6
Mn+Cur500  72,1+2,4 449+6,1 64,4+56 33,7+3,9
Mn+Curl500 70,8+7,0 45,9+59 64,6405 31,5+2,1

' Néo foram encontradas diferencas significativas com o teste ANOVA
de uma via P > 0,05 (n = 5-6); “GR, Glutationa redutase; GPX,
glutationa peroxidase; *Valores sdo apresentados como média e erro
padrdo em nmol/min/mg de proteina.

Segundo a literatura, quando inalado, 0 Mn se acumula no
cérebro, principalmente nas regides produtoras de dopamina, dentre elas
0 estriado (ERIKSON et al., 2005; ZHANG et al., 2011). Além disso, 0
hipocampo, regido relacionada a memoria e aprendizado também sofre
influéncias negativas com o tratamento de Mn (CHANG et al., 2010;
SCHNEIDER et al., 2009; TORRES-AGUSTIN et al., 2012; VEZER et
al., 2005). Portanto, os niveis de Mn foram avaliados em ambas as
regibes do SNC, estriado e hipocampo (Fig. 9).

Além do Mn, avaliou-se também os niveis de Fe nestas regides,
uma vez distdrbios nos niveis de metais de transi¢cdo poderiam ocorrer
de forma secundéaria ao tratamento com o Mn (MORENO et al., 2009).
Tanto os niveis de Mn quanto os de Fe, na regido do estriado, ndo foram
alteradas de forma significativa pelos tratamentos. A curcumina nao
exerceu influéncia no acimulo de Mn ou de Fe nem no hipocampo e
nem no estriado, uma vez que os grupos Cur500 e Curl500 ndo
apresentaram diferencas significativas em relagcdo ao grupo controle.

Em estudo realizado por Cordova et al.(2012), ratos neonatos
tratados via i.p. durante 5 dias com MnCl, nas doses de 5, 10 e 20
mg/kg, apresentaram aumento significativo nos niveis de Mn nas regides
do estriado e do hipocampo. Contudo, conforme demonstrado na Figura
11, a mistura MnCl; (40 mM) + Mn(OAc); (20 mM) quando inalada
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durante 14 semanas, ndo é capaz de alterar significativamente as
concentracdes de Fe e Mn nestas regiGes. Porém, de forma inesperada, a
combinacgdo de curcumina com Mn elevou os niveis de Mn e de Fe a
valores que correspondem a praticamente ao triplo dos valores
encontrados no grupo controle.
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Figura 9: Concentracdo de Mn e Fe nas regides do estriado e do
hipocampo. Niveis de Mn (A) e de Fe (B) no estriado (n=4); Niveis de
Mn (C) e de Fe (D) no hipocampo (n=4).A andlise dos dados foi
realizada através do teste ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de
Newman-Keuls. As diferencas do grupo controle sdo representadas por
* p< 0,05 e as diferencas em relagdo aos grupos Mn sdo representadas
por ¥ (p< 0,05) e * (p< 0,01).
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Em estudo de Ordoriez-Librado et al. (2008), foi demonstrado
gue o tratamento de camundongos CD-1, com a mesma solucdo de Mn
(MnCl, (40 mM)) + Mn(OACc); (20 mM)), e com 0 mesmo ndmero de
inalagbes que as realizadas neste trabalho, foi capaz de levar a uma
reducdo significativa na marcacdo para tirosina hidroxilase (TH) no
estriado. Contudo, neste estudo os autores utilizaram animais da
linhagem CD-1, com 8 meses de idade, contrastando com os animais
utilizados no presente estudo que tinham 2 meses de idade.

Dessa forma, no presente trabalho investigou-se se os efeitos da
inalacdo de Mn sobre o imunocontedo de TH seriam similares em
camundongos Swiss adultos, submetidos ao mesmo tratamento que
camundongos CD-1 com 8 meses de idade. Os niveis de TH no estriado
foram avaliados por meio da técnica de western blotting (Fig. 10). Os
niveis de TH ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si, de acordo
com andlise dos dados através do teste ANOVA de um via.

Mn+
Ctl Curl500 Mn Curr1500

Tirosina

B-actina

Figura 10: Imunodeteccdo de tirosina hidroxilase (TH) no estriado.
N&o foram encontradas diferencas significativas através do teste
ANOVA de uma via (n=4).

Por fim, em estudos com Mn por via i.p. em ratos adultos, foi
demonstrado que o tratamento com Mn leva a diminuicdo dos niveis de
dopamina e serotonina no estriado e no hipocampo (BLECHARZ-KLIN
et al., 2012). Desta maneira, no presente trabalho também foram
investigados os efeitos da inalagdo de MnCl, (40 mM) + Mn(OAc); (20
mM) sobre os niveis de catecolaminas (dopamina e serotonina) nas
regides do estriado e do hipocampo (Fig. 11).
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Figura 11: Niveis de dopamina e serotonina no estriado e
hipocampo. Niveis de dopamina (A) e de serotonina (B) no estriado
(n=4); Niveis de dopamina (C) e de serotonina (D) no hipocampo (n=4).
A anélise dos dados foi realizada através do teste ANOVA de uma via,
seguido pelo post hoc de Newman-Keuls. As diferencas do grupo
controle séo representadas por * p< 0,05 e ***p<0,001, diferencas em
relacdo aos grupos Mn séo representadas por * (p< 0,05) e “* (p< 0,001).

Na regido do estriado (Fig. 11A e 11B), ndo foram encontradas
diferencas significativas em nenhum dos neurotransmissores analisados.
Contudo, no hipocampo (Fig. 11C) os animais do grupo Cur500
mostraram niveis de dopamina cerca de 40% menores em relacdo ao
grupo controle. Ndo foram observadas diferencas dos grupos Curl500 e
Mn com relagdo ao grupo controle. Os grupos Mn+Cur500 e
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Mn+Curl500 também apresentaram niveis de dopamina bastante
diminuidos com relacdo ao grupo Mn, sendo as diferencas de 39% e
64%, respectivamente. Além disso, 0 grupo Mn+Curl500 apresentou
guantidades de dopamina aproximadamente 75% menores quando
comparado ao grupo controle.

Ainda no hipocampo, conforme observa-se na Figura 11D, os
niveis de serotonina também apresentaram uma variagdo bastante ampla
entre os grupos, sendo que os grupos Curl500 e Mn apresentaram um
aumento nos niveis deste neurotransmissor em torno de 91% e 190%,
respectivamente. Interessantemente, nos grupos Mn+Cur500 e
Mn+Cur1500 este aumento observado no grupo Mn néo foi observado,
sendo que 0s niveis de serotonina foram muito préximos aos observados
no grupo controle.
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6. DISCUSSAO

6.1. Manganés

Altas doses de Mn, se inaladas de forma cronica, acumulam-se
no cérebro levando ao aparecimento de sintomas similares aos
observados na DP. Quando aparecem os distdrbios de movimentos, 0s
sintomas caracteristicos sdo bradicinesia, rigidez e tremor de repouso.
Esses distlrbios de equilibrio podem ser seguidos de distonia axial e nas
extremidades (MENA et al., 1967).

Dentre os muitos modelos para se estudar a DP, encontra-se a
intoxicagdo por Mn. Ou seja, altas doses deste metal no SNC,
acumulam-se na regido dos nucleos da base, causando a morte dos
neurdnios dopaminérgicos, fato este, que em consequéncia gera
sintomas similares aos observados na DP.

Um fator relevante que merece ser destacado, é que este é 0
primeiro trabalho a investigar o efeito da mistura de MnCl, (40 mM) +
Mn(OAc); (20 mM) sobre camundongos da linhagem Swiss adultos
jovens (2 meses de idade). De modo que muitos dos resultados obtidos
aqui, possam ser reflexo das caracteristicas da linhagem e da idade dos
animais estudados. Outro fator relevante estudado neste trabalho, foi a
via de administracdo escolhida para o tratamento, uma vez que na
literatura é sugerido que os efeitos do Mn sdo mais proeminentes no
SNC quando administrado por via inalatéria (ORDONEZ-LIBRADO et
al., 2008; ROELS et al., 1997). Quando administrado por meio das vias
aéreas as particulas de Mn sdo distribuidas pelo trato respiratorio de
acordo com seu tamanho. As fragBes que se depositam nos alvéolos
pulmonares sofrem solubilizacdo, permitindo a absor¢do do Mn
(ROELS et al., 1997).

A atividade locomotora esponténea, avaliada por meio do teste
do campo aberto, é afetada pelo tratamento com Mn (SANTOS et al.,
2012; VEZER et al., 2005). O tratamento com Mn (15-60 mg/Kg, via
i.p.) de forma crénica (5 dias por semana, 10 semanas via i.p.) em ratos
jovens é capaz de gerar diminuicdo significativa na atividade
locomotora no teste do campo aberto. Porém, no presente trabalho, o Mn
ndo causou alteracdes na atividade locomotora dos animais. Deve-se
ressaltar que este trabalho difere do acima citado com relagéo ao tempo
de tratamento e a espécie dos animais, bem como a via de administracdo
do Mn, além das doses utilizadas no presente estudo que sdo muito
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inferiores aquelas utilizadas nos estudos anteriormente citados
(SANTOS et al., 2012; VEZER et al., 2005).

Os efeitos marcantes do tratamento com Mn em roedores
podem ser observados em animais com maior idade (ORDONEZ-
LIBRADO et al.,, 2008; SANCHEZ-BETANCOURT et al., 2012),
sendo que fortes sintomas motores foram observados em animais da
linhagem CD-1 a partir de 8 meses de idade. Nestes animais, 0
tratamento cronico, similar ao empregado no presente trabalho, gerou
déficits motores no teste do beam walking e do single pellet
(ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008; SANCHEZ-BETANCOURT et
al., 2012). No presente trabalho, os sinais de toxicidade do Mn foram
bem menores, sendo que somente foram observados déficits motores no
teste do single pellet, mas ndo no teste do beam walking. Como o teste
do beam walking avalia a capacidade de equilibrio e firmeza dos
animais (ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008), neste trabalho, 0 Mn néo
foi capaz de alterar estas habilidades. No entanto, nos animais tratados
com Mn, déficits motores significativos foram observados no teste do
single pellet, indicando comprometimento da habilidade de realizacéo
de movimentos precisos e refinados (ORDONEZ-LIBRADO et al.,
2008).

O movimento de “agarrar”, necessario para a 0 sucesso no teste
do single pellet, é formado por varios subcomponentes
comportamentais, dentre 0s quais movimento do membro em direcdo ao
pellet de racdo, pronacdo da pata sobre o pellet de racdo para agarra-lo, e
supinacdo da pata com o pellet de racdo de modo que esta possa ser
levada a boca sem que caia (ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008). Em
humanos apresentando DP um dos sintomas apresentados € justamente a
perda de habilidade manual acurada, a qual se agrava a medida que a
doenca progride (JACKSON; JACKSON; HINDLE, 2000). Dessa
forma, os dados obtidos por meio do teste do single pellet indicam que o
tratamento cronico de Mn é capaz de afetar a capacidade de realizacdo
de movimentos acurados, da mesma forma ao que ocorre nos estagios
iniciais da DP.

Antes de aparecerem sintomas clinicos de perda na capacidade
motora, a DP pode se manifestar por meio do surgimento de sintomas
ndo-motores, dentre os quais perda da capacidade olfativa, distirbios do
sono, alteracbes da capacidade cognitiva e comprometimento da
meméria (ADLER, 2011; DUBOIS; PILLON, 1997; HAMAI; BONDY,
2004; MUSLIMOVIC et al., 2005).

Os dados obtidos no presente trabalho indicam que 0 Mn é
capaz de afetar a memdria de camundongos adultos jovens,
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comprometendo tanto a memoria de curta (1,5 h), quanto na memdria de
longa duracdo (24 h), avaliada pelo teste da esquiva inibitdria do tipo
step down.

Em estudo realizado com primatas ndo-humanos entre 5-6 anos
de idade, a exposicdo cronica a sulfato de Mn, 10-15 mg/kg/semana,
i.p., por um periodo de aproximadamente 272 dias, ndo produziu
alteragdes significativas nos niveis de atencdo ou na capacidade de
memorizacdo destes animais. O estudo post-mortem no cérebro destes
primatas mostrou que ndo houve alteracfes significativas nos niveis de
dopamina no estriado (SCHNEIDER et al., 2006). A forma de
administragdo e o protocolo sdo determinantes para o aparecimento da
toxicidade do Mn. Em estudo prévio, a exposi¢do pré-natal a Mn nas
doses de 0,2 e 10 mg/mL na agua de beber, ndo alterou a memoéria
espacial e tampouco a capacidade de aprendizado em ratos quando estes
chegaram a 25 e 95 dias de idade (PAPPAS et al., 1997). Por outro lado,
estudo realizado com Mn nas doses de 275 e 550 mg/kg/dia, na agua de
beber de ratos adultos, demonstrou diminuicdo da memoria no teste do
labirinto aquéatico de Morris (TORRENTE; COLOMINA; DOMINGO,
2005).

Os efeitos do Mn sobre os pardmetros comportamentais estdo
diretamente relacionados ao seu acumulo no SNC, sendo que este metal
tem grande afinidade pelas regides produtoras de dopamina no SNC,
dentre elas, o estriado (ERIKSON et al., 2005; STREDRICK et al.,
2004). Contudo, o tratamento com Mn tende a gerar aumento deste
metal também em outras regides como, por exemplo, no hipocampo
(CHANG et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2006). Interessantemente, 0
presente trabalho mostra que apesar das analises dos niveis de Mn e Fe
ndo revelarem alteracBes significativas no hipocampo e no estriado no
grupo que inalou Mn, o tratamento foi capaz de produzir prejuizo na
meméria de curto e de longo prazo no teste do step down. Assim, 0s
dados indicam que a perda de memoria pode acontecer em uma fase
anterior ao acimulo mensuravel dos niveis de Mn.

Além do Mn aumentar a auto-oxidacdo da dopamina, gerando
assim, maior formagdo de ERO (ARCHIBALD; TYREE, 1987), este
metal (principalmente em sua forma Mn**) também pode influenciar o
processo de fosforilagdo oxidativa, causando inibicdo do complexo | da
cadeia transportadora de elétrons e aumento na producdo de ERO
(CHEN et al., 2001; TAYLOR et al., 2006; WORLEY et al., 2002). No
entanto, os dados aqui demonstrados, indicam que o tratamento crénico
de Mn n&o foi capaz de alterar a atividade das enzimas antioxidantes
GPx e GR. Isto indica que provavelmente neste tratamento, 0 Mn néo
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alterou de forma significativa a expressdo destas enzimas, indicando
alteracbes modestas ou insignificantes no sistema antioxidante
envolvendo a eliminacéo de perdxidos pela GPx.

Outra enzima que parece sofrer influéncia dos niveis de Mn no
SNC é a TH, enzima limitante na sintese de catecolaminas por catalisar
0 primeiro passo da via bioquimica para a formacdo de dopamina
(DUNKLEY et al., 2004). No presente trabalho, o Mn néo foi capaz de
gerar alteragdes significativas no imunoconteido de TH na regido do
estriado, indicando que ndo houve comprometimento na sintese de
dopamina nesta regido. Entretanto, os niveis de neurotransmissores
podem ser alterados por uma série de fatores, ndo somente através da
modulagdo da expressdo da TH, permanecendo para ser esclarecido em
estudos futuros.

Os trabalhos com relacdo ao Mn e aos niveis de TH no SNC séo
contraditérios. Em trabalho realizado em células dopaminérgicas nas
concentracdes de 3 a 10 UM, ndo houve alteracdo dos niveis de TH
(ZHANG et al., 2011). Por outro lado, 0 Mn administrado via inalatdria
em camundongos CD-1 de 8 meses de idade, diminui significativamente
0s niveis dessa enzima no estriado (ORDONEZ-LIBRADO et al.,
2008). Isto provavelmente ocorre porque a idade dos animais pode ser
um fator limitante para a susceptibilidade aos danos causados pelos Mn
no SNC. Conforme estudo citado acima, em camundongos com idade
mais avancada, 0s danos neurotéxicos sdo mais proeminentes, quando
comparados aos danos causados por este metal em animais adultos
jovens, como os utilizados no presente trabalho.

O Mn também pode agir sobre a neurotransmissdo
serotoninérgica (BLECHARZ-KLIN et al., 2012), contudo, ainda néo
sdo encontrados muitos dados na literatura a este respeito. A 5-HT ¢é
uma monoamina envolvida na manutencdo do estado emocional de
humanos. Alteracdes nos niveis de 5-HT tém sido associadas a sintomas
como depressdo, raiva, alteraces de sono e perda de memoria (LESCH
et al., 1996). Coincidentemente, todos estes sintomas estdo presentes na
fase inicial da intoxicacdo por Mn (ADLER, 2011; MUSLIMOVIC et
al., 2005). No presente trabalho, o0 Mn gerou aumento nos niveis de
serotonina no hipocampo, indicando que possivelmente este metal
possa, de alguma forma, interferir no metabolismo da 5-HT por
interferir em mecanismos de sintese, liberagcdo, recaptacdo ou
degradagdo deste neurotransmissor.

Dados da literatura mostram que a administracdo intranasal de
MnCl, em ratos gera mudancas regionais na sintese e no turnover de
monoaminas, sendo a regido do hipocampo, a qual tem relacdo bem
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estabelecida com a memdria e o aprendizado, uma das mais afetadas
(BLECHARZ-KLIN et al., 2012). A administragdo de MnCl, (0,8
mg/kg durante 2 semanas em ratos com 3 meses de idade) levou a
diminuicdo dos niveis de serotonina no hipocampo e no estriado, ndo
alterando os niveis de dopamina no estriado, mas diminuindo-0s no
hipocampo (BLECHARZ-KLIN et al., 2012). Ratos neonatos tratados
com MnCl; (25 ou 50 pg/g/dia) por via intragastrica ou na dieta (1 mg/g
racdo), quando avaliados na fase adulta, ndo apresentam altera¢fes nos
niveis de dopamina e serotonina estriatais (KONTUR; FECHTER,
1988). Além disto, a administracdo i.p. de Mn diminuiu a atividade da
MAO-A e da MAO-B nas regides do estriado e do hipotdlamo, mas
aumentou sua atividade no cdrtex, sem dados para o hipocampo
(KAWATA, 1990). Os dados da literatura acima descritos, bem como os
dados obtidos neste trabalho, indicam que o Mn claramente interfere nos
niveis de 5-HT, e que a regido do hipocampo €é a mais susceptivel aos
danos causados por este metal, uma vez que no hipocampo 0s animais
gue receberam Mn apresentaram um aumento de cerca de 200% nos
niveis de 5-HT. No entanto, mais estudos que se direcionem a
investigacdo exata do mecanismo pelo qual o Mn é capaz de gerar tal
efeito ainda sdo necessarios.

Dessa forma, os dados obtidos no presente trabalho, indicam
gue em camundongos Swiss adultos, a inalacdo de Mn ndo ¢é capaz de
gerar alteracdes neuroquimicas na regido do estriado. Por outro lado, na
regido do hipocampo, importantes alteraces nos niveis de 5-HT foram
constatadas, mostrando que esta regido é mais susceptivel aos danos
causados pelo Mn. Além disso, a inalacdo de Mn gerou prejuizos na
capacidade de realizar movimentos motores acurados e na memdria dos
animais. Assim, os dados obtidos mostram-se compativeis com as fases
iniciais da DP, indicando que o protocolo crénico de inalagdo de Mn,
guando utilizado em camundongos Swiss com 2 meses de idade, mostra-
se um bom modelo para o estudo de mecanismos de neuroprotecao
associados ao desenvolvimento da DP.

6.2. Curcumina

Conforme mencionado anteriormente, a curcumina apresenta
diversos efeitos benéficos e bem documentados na literatura, com
destaque para seu efeito neuroprotetor (DONG et al., 2012; SETHI et
al., 2009; YANG et al., 2005). Com relacdo a DP, ha muitos estudos
mostrando que a curcumina apresenta efeitos benéficos e protetores.
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Por exemplo, em modelo de Parkinson causado pela lesdo com 6-
hidroxidopamina no estriado de ratos, com 50 dias de idade e que
receberam pré-tratamento via intragastrica com curcumina, foi visto que
este flavondide apresentou efeito protetor contra deplecdo de dopamina
e diminuicdo dos niveis de Fe no estriado (DU et al., 2012). Além disso,
em estudo in vitro com neurbnios dopaminérgicos e in vivo com
camundongos da linhagem C57BI/6 com 10 meses de idade, a
curcumina administrada via i.p. protegeu contra a deplecao dos niveis de
GSH (JAGATHA et al., 2008). Ainda, ratos de 16 semanas de idade, em
modelo de Parkinson induzido por 6-hidroxidopamina intraestriatal,
tratados com curcumina via oral, demonstraram protecdo contra
peroxidacéo lipidica, deplecdo de GSH, e manuten¢do da atividade das
enzimas GPx, GR, SOD, CAT e TH (KHUWAJA et al., 2011).
Contudo, ainda ndo sdo encontrados na literatura trabalhos que
correlacionem os possiveis efeitos protetores da curcumina sobre o0s
efeitos neurotéxicos do Mn, similares aos observados na DP.

N&o ha muitos dados na literatura que documentem os efeitos
da curcumina com relagdo a capacidade motora, contudo, em estudo
utilizando modelo de DP, foi visto que o pré-tratamento de curcumina
(80 mg/kg, administrada diariamente por 21 dias) foi capaz de proteger
contra os déficits motores gerados por lesdo com 6-hidroxidopamina
causada por uma Unica administragdo da droga na regido do estriado, em
ratos com 16 semanas de idade (KHUWAJA et al., 2011).

A dopamina é o principal neurotransmissor relacionado ao
controle da capacidade motora (ADLER, 2011), portanto, na DP a
manutencdo dos niveis de dopamina é essencial para a diminuicdo dos
déficits motores. Porém, no presente trabalho os dados mostraram que o
tratamento cronico de curcumina, em ambas as concentragdes, diminuiu
0 desempenho dos animais quanto a habilidade de realizar movimentos
motores acurados, quando comparado ao grupo controle. De forma
intrigante, os niveis de dopamina no estriado ndo sofreram alteracéo,
indicando que este flavondide possa afetar o0 comportamento motor por
vias que ndo envolvam a dopamina, como por exemplo, agindo sobre
outra estrutura como o cerebelo, o qual também tem importante papel na
execucdo dos movimentos motores (BEAR; CONNORS; PARADISO,
2007).

No presente trabalho, além de causar alteragbes no
comportamento motor, a curcumina gerou também déficits de memodria.
Foi demonstrado que em ratos de 15 meses de idade, 0 consumo de
aproximadamente 12 g/dia de curcumina durante 12 semanas, foi capaz
de aumentar a neurogénese e a cognicdo (DONG et al., 2012). Além



53

disso, em estudos toxicoldgicos com ratos adultos (90 — 110 dias de
idade) tratados com tabaco, a curcumina foi capaz de reverter os efeitos
prejudiciais do tabaco sobre a capacidade cognitiva e de memoria dos
animais nas doses de 12 a 25 mg/kg, administrada 5 dias por semana
durante 30 dias (JAQUES et al., 2013, 2012).

Ao contrério do esperado, e dos dados apresentados acima, no
presente estudo, o tratamento crénico com curcumina foi capaz de gerar
prejuizos significativos na memdria de curto prazo nas doses de 500 e
1500 ppm avaliada pelo teste da esquiva inibitdria do tipo step down.
Interessantemente, na dose de 1500 ppm o tratamento com curcumina
também afetou a memoria de longa duragdo. No entanto, na dose de 500
ppm, a curcumina gerou diminuicdo dos niveis de dopamina, a qual tem
papel importante na aquisicdo e formacdo de memdrias no hipocampo
(SHOHAMY; ADCOCK, 2010). Este efeito da curcumina merece
maiores estudos a fim de esclarecer os mecanismos envolvidos.

Por outro lado, na dose de 1500 ppm, a curcumina elevou as
concentragBes de 5-HT no hipocampo, fato este que concorda com
dados prévios da literatura. Em estudo realizado anteriormente o
tratamento com curcumina nas doses de 5 e 10 mg/kg, em dose Unica,
via oral, gerou aumento nos niveis de serotonina no hipocampo, sem no
entanto, alterar os niveis de dopamina (XU et al., 2005). Além disso, a
curcumina (20-80 mg/kg) gera diminuigdo na atividade da enzima
MAO-A, gerando, portanto, aumento dos niveis de 5-HT (KULKARNI;
BHUTANI; BISHNOI, 2008). Contudo, ndo existem trabalhos que
relatem o efeito de doses tdo baixas quanto as utilizadas neste estudo
com relagdo a atividade da enzima MAO.

Além de seus efeitos sobre os neurotransmissores, dados da
literatura mostram que a curcumina € capaz de interagir com o Fe,
ligando-se a ele, e protegendo contra os efeitos decorrentes do excesso
desse metal no SNC (DAIRAM et al., 2008; DU et al., 2012). Da
mesma maneira, a curcumina pode complexar-se com o Mn, exercendo
funcdo similar a superéxido dismutase na célula (EYBL et al., 2006;
KHUWAUJA et al., 2011). No presente estudo, a curcumina nao gerou
alteragdo nos niveis de Mn e Fe nas regides do estriado e do hipocampo,
logo, conclui-se que as alteragBes nos niveis de neurotransmissores ndo
estdo relacionadas a concentracdo desses metais nestas regides. Porém,
0s dados obtidos ndo permitem maiores conclusGes sobre o0s
mecanismos de agdo da curcumina, sendo que mais estudos sdo
necessarios.
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6.3. Interagdo entre os tratamentos com manganés e curcumina

Os flavondides sdo moléculas com atividade antioxidante bem
estudada (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Estas moléculas
competem pela ligagdo/oxidacdo com moléculas bioldgicas, impedindo
que estas sofram oxidagdo (TAY; SILVA, DA; MING, 2013). No
entanto, ha também relatos de que estas moléculas apresentem efeito
pré-oxidante (LAMBERT; SANG; YANG, 2007). Em estudo realizado
com o polifenol epigalocatequina-3-galato em cultura celular, foi
demonstrado que esta molécula é instavel, podendo sofrer polimerizacéo
oxidativa, aumentando a producdo de H,O, (HONG et al., 2002;
WEISBURG et al., 2004). Além disso, o flavondide quercetina também
aumenta a peroxidacao lipidica e o dano na molécula de DNA in vitro,
apresentando claro efeito pré-oxidante (SAHU; GRAY, 1993).

A curcumina é capaz de diminuir a viabilidade de células
A2780 (linhagem de células de carcinoma ovariano) quando combinada
com metais de transicdo como Fe, cobre e zinco (LOU et al., 2010).
Além disso, a curcumina é capaz de ligar-se a molécula de cobre, e uma
vez dentro da célula libera-lo, agindo como um ionéforo, e aumentando
assim, as concentracdes de cobre livre dentro da célula, e
consequentemente seus efeitos deletérios (LOU et al., 2010).

No presente trabalho, foi visto que a curcumina em associagdo
ao Mn foi capaz de gerar déficits na capacidade motora acurada sem, no
entanto, alterar os niveis de Mn, Fe e de neurotransmissores na regido do
estriado. Isto mostra que a regido do estriado € menos susceptivel aos
efeitos causados pela interacdo entre este flavondide e os metais. Ou
ainda, que a associagdo destes compostos pode ter efeito sobre outras
vias relacionadas ao controle do movimento motor, antes de atingir a
regido do estriado.

Apesar de o Fe estar em maior concentracdo fisioldgica na
regido dos nucleos da base, mediante situagdes de injdria, parece que o
hipocampo é a primeira regido onde este metal tende a se acumular de
forma téxica (LI et al., 2012). Além disso, foi visto que em individuos
idosos, ha correlagéo positiva entre aumentos dos niveis circulantes de
Fe e declinio na fungdo cognitiva (UMUR et al., 2011). Dessa maneira,
0 aumento nos niveis de Fe parece estar diretamente associado ao
aparecimento de prejuizos de meméria. J& niveis aumentados de Mn,
também estdo relacionados a declinio da capacidade cognitiva e de
meméria, além de diminuir a neurogénese na regido do hipocampo,
guando o Mn é administrado em ratos neonatos (CORDOVA et al.,
2012; OHISHI et al., 2012).



55

No presente estudo, na regido do hipocampo, foi demonstrado
gue 0s grupos que receberam Mn em associa¢do com curcumina (500 e
1500 ppm) tiveram aumento significativo nas concentracdes de Mn e Fe,
guando comparado aos animais controle, bem como aos animais que
receberem somente Mn sem a presenca de curcumina. Dessa maneira,
fica evidenciado um efeito sinérgico entre a curcumina e 0s metais Mn e
Fe no hipocampo.

Sabe-se que no hipocampo, a 5-HT tem papel importantissimo
relacionado a ingestdo alimentar, regulacdo do humor e memoria
(BERUMEN et al., 2012). A 5-HT também esta relacionada ao processo
de refor¢o emocional, durante o processo de memorizacdo (BERUMEN
et al., 2012). Ja a dopamina no hipocampo esta intimamente relacionada
ao processo de memorizacdo, uma vez que é essencial para a formacao
de memorias de longa duracdo e por ter papel fundamental na
plasticidade neural durante o processo de aquisicdo de memobria
(LEMON; MANAHAN-VAUGHAN, 2006; SHOHAMY; ADCOCK,
2010). Os neurotransmissores sdo moléculas que podem sofre oxidacao,
dando origem a metabdlitos toxicos, os quais podem comprometer a
funcéo celular (MUNOZ et al., 2012). No presente trabalho, 0s grupos
gue receberam Mn em associagdo com curcumina em ambas as doses,
também tiveram diminuicdo significativa dos niveis de dopamina e 5-
HT no hipocampo. Dessa maneira, a diminuicdo destes
neurotransmissores, na regido do hipocampo pode estar diretamente
relacionada a diminuigdo da capacidade cognitiva e de memoria dos
animais que receberam Mn e curcumina. Além disso, é possivel que a
curcumina leve a diminuicdo dos neurotransmissores 5-HT e dopamina
por induzir a oxidacéo dessas moléculas, uma vez que conforme citado
previamente, os flavonoides podem ter efeitos pré-oxidantes (SAHU;
GRAY, 1993). Dessa maneira, aparentemente o hipocampo mostra-se
mais susceptivel aos danos causados decorrentes do acimulo excessivo
de metais no SNC, do que o estriado. Novos experimentos sdo
necessarios para estudar os mecanismos envolvidos na interacdo entre a
inalacdo de Mn e a ingestdo de curcumina em tratamentos cronicos.

Assim, fica evidente um claro efeito sinérgico entre o
flavondide curcumina e ambos os metais de transicdo, Mn e Fe, em
camundongos adultos, sendo que a regido do hipocampo é a mais
susceptivel, uma vez que os efeitos sobre o acimulo de metais e a
diminuicdo dos niveis de neurotransmissores foi mais intensa nos grupos
gue receberam a curcumina juntamente com o Mn.

Além disso, uma possivel explicagdo para 0 aumento dos niveis
de Mn e Fe no hipocampo, bem como da diminuigdo dos niveis de
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dopamina e serotonina, nos grupos que receberam Mn + curcumina, €
gue a curcumina aumente as concentracdes de Fe e Mn nas células
hipocampais, agindo talvez como uma molécula ionéfora (LOU et al.,
2010). O acumulo excessivo destes metais pode, entdo, levar a aumentos
na oxidacdo/hidroxilacdo de grupos catecol e fenol levando &
diminuicdo nos niveis de neurotransmissores como dopamina e 5-HT.

Este ndo é o primeiro trabalho a demonstrar efeito sinérgico
entre flavondides e metais. Em estudo previamente realizado, foi visto
gue o flavondide quercetina tem afeito sinérgico com o metilmercurio
(MeHg), em tratamento in vivo, realizado com camundongos adultos
fémeas, no qual o MeHg foi administrado via oral (40 mg/L ad libitum)
e a quercetina foi dada via i.p. nas doses de 5 e 50mg/kg. Desta forma, o
estudo previamente citado demonstrou que mesmo a menor dose de
guercetina (5 mg/kg), quando administrada em conjunto com o MeHg,
ja era capaz de gerar déficits na capacidade motora e aumentar os niveis
de peroxidacdo lipidica no cerebelo (Martins et al., 2009).

Contudo, no presente estudo, é intrigante o fato de apenas a
regido do hipocampo ter apresentado alteracbes neuroquimicas, e ndo a
regido do estriado. Sendo que diversos trabalhos tenham demonstrado a
eficiéncia do método de inalacdo aqui empregado, para causar déficits
motores (ORDONEZ-LIBRADO et al, 2008, SANCHEZ-
BETANCOURT et al., 2012). No entanto, as diferencas genéticas entre
as linhagens de camundongos, bem como as diferentes idades entre os
animais, como mencionado previamente, podem ter sido o fator
determinante para as diferencas encontradas. Em estudos de modelos
sobre doenca de Huntington, por exemplo, a linhagem dos animais
utilizados para o estudo, é determinante para o surgimento de danos
estriatais, mesmo que 0s protocolos experimentais sejam idénticos
(MCLIN; THOMPSON; STEWARD, 2006). O presente trabalho é o
primeiro a demonstrar o efeito sinérgico entre 0 Mn e a curcumina.

Dessa maneira, pode-se concluir que em camundongos Swiss
adultos jovens, o modelo de inalacdo da mistura de Mn é mais efetivo
em causar danos na regido do hipocampo, relacionados a prejuizos
cognitivos e de memoria. A regido do estriado ndo foi afetada pelo
tratamento nas doses e no tempo de tratamento aqui utilizados, néo
sendo possivel associar os déficits motores a alteragdes no estriado.
Além disso, o modelo utilizado no presente trabalho, parece ser
promissor para o estudo da DP, podendo ser associado a outro modelo
(droga), utilizando ambos em doses subtdxicas, de modo a investigar
efeitos tanto na parte cognitiva e de memaria, como na parte motora.
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CONCLUSOES

O tratamento por via inalatéria da mistura de MnCl, (40 mM) +
Mn(OAc); (20 mM) foi capaz de gerar:

o  Déficit locomotor moderado no teste do single pellet,
mas ndo no teste do beam walking ou no teste do
campo aberto;

o Déficit de meméria de curta e de longa duracdo no
teste de esquiva inibitdria do tipo step down;

o Aumentar em ~200% os niveis de serotonina no
hipocampo;

O tratamento por via inalatéria da mistura de MnCl, (40 mM) +
Mn(OACc); (20 mM) nao foi capaz de :

o Gerar déficits cognitivos no teste do reconhecimento
do objeto;

o Alterar a capacidade olfatoria no teste de discriminagéo
olfatéria, bem como gerar déficits em comportamentos
motores ndo-refinados em camundongos Swiss adultos.

o Alterar a atividade das enzimas antioxidantes GR e
GPx;

o Alterar os niveis de Fe e de Mn no estriado e no
hipocampo;

o Alterar o imunocontetdo de TH no estriado;

o Alterar os niveis de dopamina e serotonina no estriado
e dopamina no hipocampo;

O tratamento com curcumina, quando fornecida na racdo,
produziu varios efeitos adversos:

o Déficit motor no teste do single pellet nas
concentrac@es de 500 e 1500 ppm;

o Prejuizo na memdria de curto prazo nas concentragfes
de 500 e 1500 ppm e de longo prazo na concentragao
de 1500 ppm;
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Diminuir os niveis de dopamina no hipocampo na
concentracdo de 500ppm;

Aumentar 0s niveis de serotonina no hipocampo na
concentracdo de 1500 ppm;

e Houve interacdo ou efeito sinérgico entre o tratamento de Mn
por via inalatoria e de curcumina fornecida na racéo:

o

No aclmulo de Mn e Fe no hipocampo nas
concentraces de 500 e 1500 ppm. Os niveis de Fe e
Mn aumentaram cerca de 200 % no tratamento
combinado de Mn e curcumina, nas duas concentragdes
testadas;

Na queda dos niveis de dopamina no hipocampo nas
concentragdes de curcumina de 500 e 1500 ppm;

Na queda dos niveis de serotonina no hipocampo nas
concentracBes de 500 e 1500 ppm. O aumento nos
niveis de serotonina causado pelo tratamento com Mn
foi completamente bloqueado pelo tratamento com
curcumina.

e O presente trabalho:

o

Reproduziu de forma leve, os efeitos comportamentais
similares aos observados na fase inicial da DP (déficit
cognitivo e de memodria e dificuldade de realizar
movimentos motores acurados), através do tratamento
croénico com Mn por via inalatéria em camundongos
Swiss jovens. Contudo, neste modelo, provavelmente,
os efeitos observados sdo decorrentes de alteracGes no
hipocampo e ndo no estriado.

Demonstrou que o tratamento prolongado com
curcumina adicionada a racdo é capaz de apresentar
alguns efeitos adversos (prejuizo motor e de memoria e
alteracdo nos niveis de neurotransmissores dopamina e
serotonina no hipocampo);

Demonstrou que a combinac¢do de curcumina e Mn
produziu efeito sinérgico, mas ao contrario do que se
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esperava, produziu varios efeitos adversos (acimulo de
Mn e Fe no hipocampo, alteracbes nos niveis de
neurotransmissores no hipocampo).
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