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RESUMO

A contaminagdo ambiental por metais ¢ um fator de risco para a
saude publica, sendo o sistema nervoso central (SNC) um dos alvos
destes agentes toxicos. Durante o desenvolvimento do SNC em
humanos, esta exposi¢cdo pode estar relacionada a transtornos de
aparecimento tardio. O manganés (Mn) ¢ um metal essencial, porém em
excesso pode causar uma sindrome semelhante a doenga de Parkinson,
chamada manganismo. Este estudo teve por objetivo investigar se a
exposicdo perinatal ao Mn durante um periodo especifico do
desenvolvimento altera pardmetros neuroquimicos € comportamentais
de forma persistente. Para isso foram utilizados ratos Wistar machos
neonatos e o verme nematodeo Caenorhabditis elegans no estagio larval
L1. Os ratos foram expostos a solugdo salina (controle) ou MnCI, via
intraperitoneal (5, 10 ou 20 mg/kg/dia) do dia pos-natal (PND) 8 ao 12.
Os testes comportamentais foram realizados no PND 60-65. Os ratos
apresentaram prejuizo motor avaliado no teste do rotarod. A memoria de
curto prazo foi prejudicada, avaliada nos testes de reconhecimento de
objeto e reconhecimento social. A discriminagdo olfatéria ndo foi
alterada pelo Mn. A analise bioquimica foi realizada no estriado e no
hipocampo no PND 14 e 70. No PND 14 o tratamento com Mn induziu
aumento da atividade de catalase no estriado e de glutationa peroxidase
(GPx) no hipocampo. Foi observado também aumento dos niveis de
tirosina hidroxilase (TH) no estriado no PND 14. Na fase adulta
observamos redug¢do dos niveis de tiois ndo-proteicos (NPSH) e
aumento dos niveis de proteina glial fibrilar acida (GFAP) no estriado e
aumento da atividade de catalase e de GPx no hipocampo no PND 70. O
tratamento com Mn causou redugdo dos niveis de TH estriatal no PND
70 com elevagdo da fosforilagdo na Ser31, sugerindo uma ativacdo
compensatoria da enzima em resposta a redugdo de seu conteudo. Para
investigar vias de sinalizagdo que podem participar da toxicidade do Mn
foram utilizados C. elegans selvagens (N2) e mutantes com perda de
fungdo para proteinas das vias MAPKs e AKT. Os vermes foram
expostos a0 Mn por 1 h na fase larval L1 utilizando concentragdes de
2,5 a 100 mM Mn. As cepas com perda de fungdo em akt-1, akt-2 e sgk-
1 apresentaram maior resisténcia ao Mn em comparagdo com o N2 no
teste de viabilidade. Esta resisténcia pode estar relacionada com a
resposta antioxidante. Os vermes N2 apresentaram queda dos niveis de
GSH frente a exposi¢do ao Mn, o que ndo ocorreu nos mutantes para
proteinas da via AKT. A exposicdo ao Mn induziu aumento da
expressdo do gene que codifica o fator de transcricio SKN-1 nos



mutantes akz-2 e a enzima antioxidante GCS-1 nos mutantes akz-1.
Notavelmente, a expressdo de sod-3 encontrava-se aumentada nos
vermes akt-1 independente do tratamento com Mn. Porém os neurdnios
dopaminérgicos foram degenerados de forma semelhante nos vermes N2
e mutantes, avaliados pelo teste comportamental basal slowing e
utilizando vermes que expressam proteina verde fluorescente (GFP) nos
neurdnios dopaminérgicos. Estes resultados sugerem que a via de
sinalizagdo da AKT participa da toxicidade induzida pelo Mn sobre C.
elegans devido ao seu papel de antagonizar os fatores de transcrigdo
SKN-1 e DAF-16, que sdo importantes para a producdo de enzimas
antioxidantes nos vermes. Entretanto, este efeito ndo esta presente nos
neurdnios dopaminérgicos. Este estudo documenta que a exposigdo
aguda a0 Mn durante um periodo critico do desenvolvimento neural
induz disfungdes cognitivas e motoras que duram até a idade adulta em
ratos. Estas disfungdes foram acompanhadas por altera¢des no sistema
de defesa antioxidante, tanto no hipocampo quanto no estriado e
alteragcdo no conteudo e fosforilagdo de TH. Este estudo demonstra a
importancia das vias de sinalizagdo intracelular para a resposta
antioxidante induzida pelo metal e caracteriza AKT como um
importante ponto de investiga¢do dentro dos mecanismos de toxicidade
induzida pelo Mn.

Palavras-chave: Manganés; neurotoxicidade; desenvolvimento;
Caenorhabditis elegans



ABSTRACT

Environmental contamination by metals is a risk factor for
public health and the central nervous system (CNS) is one of the targets
of these toxic agents. Exposure during CNS development in humans is
related to late onset damage. Manganese (Mn) is an essential metal, but
in excess can cause a syndrome similar to Parkinson's disease, called
manganism. This study aimed to investigate whether perinatal exposure
to Mn in a specific developmental period would alter neurochemical and
behavioral parameters persistently. For this we used neonate male
Wistar rats and the nematode worm Caenorhabditis elegans in the L1
larval stage. Rats were exposed to saline (control) or intraperitoneal
MnCl, (5, 10 or 20 mg/kg/day) from postnatal day (PND) 8 to 12. The
behavioral tests were performed on PND 60-65. Rats exhibited motor
impairment evaluated in the rotarod test. The short-term memory was
impaired, evaluated in the object recognition and social recognition
tests. The olfactory discrimination was not affected by Mn. Biochemical
analysis was performed in striatum and hippocampus on PND 14 and
70. On PND 14 Mn treatment induced an increase in catalase activity in
the striatum and glutathione peroxidase (GPx) in the hippocampus. It
was also observed increased levels of tyrosine hydroxylase (TH) in the
striatum on PND 14. In adulthood we observed reduction in non-protein
thiols (NPSH) levels and increased glial fibrillary acidic protein (GFAP)
levels in the striatum and increased catalase and GPx activity in the
hippocampus on PND 70. Treatment with Mn caused reduction of
striatal TH levels on PND 70 with increased phosphorylation at Ser31,
suggesting a compensatory activation of the enzyme in response to the
reduction of its content. To investigate signaling pathways involved in
Mn toxicity wild type (N2) and loss of function mutant (for proteins of
the MAPK and AKT signaling pathways) C. elegans were used. The
worms were exposed to Mn for 1 h at the L1 larval stage using
concentrations of 2.5 to 100 mM Mn. Strains with loss of function in
akt-1, akt-2 and sgk-1 had higher resistance to Mn compared to N2 in
the survival test. This resistance may be related to the antioxidant
response. The N2 worms had decreased levels of GSH after exposure to
Mn, which did not occur in AKT pathway mutants. Mn exposure
induced increase in the expression of the gene that codes SKN-1
transcription factor in ak#-2 mutants and GCS-1 antioxidant enzyme in
akt-1 mutants. Notably, the expression of sod-3 was increased in the
akt-1 mutant worms independent of Mn treatment. However
dopaminergic neurons were similarly degenerated in N2 and mutant



worms, evaluated in the basal slowing response test and using worms
expressing green fluorescent protein (GFP) in dopaminergic neurons.
These results suggest that AKT signaling pathway participates in Mn-
induced toxicity in C. elegans due to its role antagonizing the
transcription factors SKN-1 and DAF-16, which are important for the
production of antioxidant enzymes in the worms. However, this effect is
not present in the dopaminergic neurons. This study documents that
acute exposure to Mn during a critical period of neural development
induces cognitive and motor dysfunctions that last into adulthood in
rats. These disorders are accompanied by changes in the antioxidant
defense system, both in the hippocampus and in the striatum and
changes in the content and phosphorylation of TH. This study
demonstrates the importance of intracellular signaling pathways to the
antioxidant response induced by Mn and features AKT as an important
point of research into the mechanisms of toxicity induced by Mn.

Keywords: Manganese; neurotoxicity; development; Caenorhabditis
elegans
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) em
mamiferos ocorre do periodo pré-natal até a adolescéncia. Durante este
processo, ocorrem eventos complexos de prolifera¢do celular, migragao,
diferenciacdo, sinaptogénese, mielinizacdo e apoptose (RICE e
BARONE, 2000; COSTA et al.,, 2004). A exposi¢do gestacional ou
perinatal a agentes toxicos como os metais (mesmo em doses inferiores
aquelas que afetam adultos) podem causar danos ao SNC. Tais danos
manifestam-se na forma de alteragdes comportamentais, as quais podem
surgir imediatamente ou tardiamente, incluindo altera¢cdes em processos
cognitivos (aprendizado e memoria), sensoriais e/ou motores, bem como
pode predispor a disturbios neurodegenerativos (CORDOVA et al.,,
2004; COSTA et al., 2004; GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006; FOX
et al., 2010). Isso se deve a capacidade limitada do SNC em
desenvolvimento de compensar a perda de progenitores neurais, bem
como a maior permeabilidade da barreira hemato-encefalica (BHE),
facilitando a entrada de agentes toxicos ao SNC, tanto em humanos
quanto em modelos animais (JARUP, 2003; COSTA et al., 2004; RAI et
al., 2010).

O neurodesenvolvimento comega no utero e continua durante o
periodo pos-natal. Este periodo de rapido desenvolvimento ¢ altamente
suscetivel a toxicidade de metais, at¢ mesmo quando estes possuem
funcdo fisiologica, como ocorre em exposicdo a doses elevadas do
manganés (Mn) (MOLINA et al., 2011). Nos ratos, o desenvolvimento
cortical do recém-nascido (PND 0-1) € equivalente a 4-5 meses de
gestagdo em humanos (ROSEN e GALABURDA, 2000). A segunda
semana de vida (PND 7-15), ¢ caracterizada pela sinaptogénese e
intenso crescimento dendritico. Além disso, a neurogénese ¢ inerente ao
periodo pos-natal (PND 7-10), especialmente a gliogénese (KOLB et al.,
1998). Portanto, este periodo pode ser altamente sensivel a presenca de
agentes toxicos, que podem alterar o curso normal do desenvolvimento.
Neste sentido observa-se que a lesdo cerebral leve em ratos neonatos
pode causar alteragdes anatomicas e epigenéticas no tecido cerebral, que
podem ser persistentes e terem consequéncias duradouras
(MYCHASIUK et al., 2015).

Diversos relatos na literatura indicam que a exposi¢do a metais
durante o desenvolvimento do SNC ¢ um importante problema de saude
publica, pois concebe a base para o desenvolvimento de doencgas na fase
adulta, especialmente doencas neurologicas. Assim, os disturbios
neurodegenerativos podem ter origem em eventos que precedem as suas
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manifesta¢des clinicas (WEISS, 2011). Atualmente tém sido apontados
diversos compostos com propriedades neurotoxicas para o
desenvolvimento do SNC incluindo solventes, pesticidas e metais
(GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2014), dentre os quais destacamos o
Mn (ERIKSON et al., 2007, MORENO, et al., 2009a; MOLINA et al.,
2011).

1.1 Essencialidade e toxicidade do manganés

O elemento quimico Mn ¢ um metal pesado que ocorre
naturalmente, sendo o 5° metal mais abundante na crosta terrestre, € o
12° elemento mais abundante no total. O Mn é normalmente encontrado
no meio ambiente formando 6xidos, carbonatos e silicatos. A populagdo
humana é prontamente exposta ao Mn devido a sua prevaléncia no ar,
solo e cursos d'dgua decorrente da erosdo natural, bem como a partir de
fontes industriais. No entanto, a principal via de exposi¢do humana ao
Mn surge da ingestdo alimentar didria. Os cereais integrais, legumes,
arroz e nozes contém os mais altos niveis de Mn, que também pode ser
encontrado no chocolate, cha, vegetais de folhas verdes, e algumas
frutas. A variedade de fontes alimentares contendo Mn permite que os
seres humanos facilmente obtenham niveis adequados de Mn (2,3
mg/dia para homens, 1,8 mg/dia para mulheres adultos) (ATSDR,
2012).

Os metais sdo classificados como essenciais quando participam
de processos biologicos, atuando como cofatores enzimaticos ou grupos
funcionais de proteinas, sendo requeridos em pequenas quantidades. O
Mn ¢ classificado como um metal essencial devido a sua participagdo
em diversos processos fisiologicos. O Mn atua na gliconeogénese como
ativador da piruvato carboxilase e no ciclo de Krebs como cofator da
isocitrato desidrogenase. No sistema de defesa antioxidante, Mn age
como cofator da superéxido dismutase (SOD). Além disso, o Mn atua
no sistema nervoso central como cofator da glutamina sintetase,
presente em células gliais (SANTAMARIA, 2008).

A neurotoxicidade do Mn foi descrita pela primeira vez em
1837 por John Couper, que observou uma sindrome parkinsoniana
caracterizada por lentiddo dos movimentos (bradicinesia) e alteracdo da
marcha  (instabilidade  postural) em  individuos  expostos
ocupacionalmente ao Mn. Portanto, observou-se que apesar da sua
essencialidade, em niveis elevados o Mn poderia ser neurotoxico
(ASCHNER et al, 2009). Os mecanismos envolvidos na
neurotoxicidade do Mn ndo foram completamente elucidados. No
entanto, as alteragdes do metabolismo da dopamina (DA) (GUILARTE
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et al, 2008a; GUILARTE, 2013), disfungdes mitocondriais
(MALECKI, 2001; GUNTER et al., 2010) e indugdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (MILATOVIC et al., 2009) e nitrogénio
(ERN) (MORENO et al., 2011) que levam a morte celular t€m sido
considerados aspectos importantes da acdo do Mn.

A exposicdo cronica a doses elevadas por diferentes vias pode
levar ao acumulo do Mn no SNC. O Mn em excesso acumula-se
preferencialmente em estruturas dos ganglios da base, especialmente no
corpo estriado (caudado, putdmen e nucleo accumbens), globo palido e
na substantia nigra, exemplificado na Figura 1 (GUILARTE et al.,
2006). Recentemente a substantia nigra pars compacta foi identificada
com um sitio de acuimulo do Mn em ratos expostos via intraperitoneal
(i.p.) (ROBISON et al., 2015). Os sintomas causados pelo acumulo de
Mn incluem distonia, bradicinesia e rigidez devido a danos aos
neuronios dopaminérgicos e gliose, em um processo neurodegenerativo
denominado manganismo (CERSOSIMO e KOLLER, 2006; GUNTER
et al., 2006). O manganismo ¢ uma sindrome semelhante a doenga de
Parkinson caracterizada por distirbios psiquiatricos € motores e déficits
cognitivos (BOWLER et al., 2006). O periodo de exposi¢do ocupacional
que pode levar ao desenvolvimento do manganismo ¢ de 6 meses a 2
anos (BENEDETTO et al, 2009). Os sintomas motores ¢
neuropsiquiatricos podem permanecer até mesmo 14 anos apds o fim da
exposi¢do ao Mn (BOUCHARD et al., 2007).

O SNC imaturo ¢ mais susceptivel a neurotoxicidade do Mn
que o adulto e evidéncias sugerem que a exposi¢do ao metal durante o
desenvolvimento pode afetar a fungfo neuroldgica na fase adulta
(MORENO, et al., 2009b; KERN et al., 2010; KERN e SMITH, 2011;
BEAUDIN et al., 2013). A absor¢do do metal no intestino é geralmente
elevada na primeira semana de vida, seguido por uma diminui¢do
constante com a idade. Esses fatores contribuem para o risco
consideravelmente maior de neurotoxicidade para recém-nascidos
quando expostos ao excesso de Mn (MOLINA et al., 2011). Nao esta
claro se outros fatores, ambientais ou genéticos, sdo responsaveis pelas
alteracdes causadas no SNC na presenga do Mn, ou se o metal por si s6
pode produzir esses efeitos (ATSDR, 2012). No geral, os fatores
genéticos sdo responsaveis por 30-40% dos casos de desordens do
desenvolvimento neuroldgico. Assim, fatores ndo genéticos, como
exposi¢des ambientais estdo envolvidos na causa destas desordens
através da interagdo com predisposi¢des herdadas geneticamente
(GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2014).
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Figura 1: Estruturas alvo para acumulacdo do manganés no cérebro. (A)
Esquema demonstrando os nticleos da base. (B) Imagens de ressonancia
magnética em diferentes niveis anatomicos (quadros brancos) de primata nio
humano controle. (C) Primata ndo humano exposto ao Mn. As areas
esbranqui¢adas indicadas por setas demonstram actimulo do metal. STN: nticleo
subtalamico, SN: substantia nigra. Adaptado de Guilarte et al. (2006) e Guilarte
(2010).

A exposicdo ocupacional ao Mn ocorre em atividades de
mineragdo, soldagem, fundig¢do, na industria de baterias e pelo uso de
fungicidas que contenham o metal em sua composi¢ao, como o maneb e
o mancozeb (JOSEPHS et al., 2005; CERSOSIMO e KOLLER, 2006;
ASCHNER et al., 2009; SRIRAM et al., 2015). Além disso, causa muita
preocupagdo a crescente liberacdo do Mn para a atmosfera em alguns
paises devido a utilizagdo do aditivo metilciclopentadienil manganés
tricarbonil (MMT) na gasolina (GULSON et al., 2006). Através da
disponibilidade do metal no meio ambiente, tornam-se também fontes
de contaminacdo para a populacdo em geral a agua ou alimentos
contendo altos niveis de Mn (OULHOTE et al., 2014). Recentemente,
cresceu a intoxicagdo por Mn em usudrios da droga injetavel
metcatinona (efedrona) devido ao uso do permanganato de potassio na
sintese do composto (STEPENS et al., 2008). De forma mais especifica,
pacientes com disfungdo hepatica e aqueles recebendo nutrigdo
parenteral, principalmente recém-nascidos, também s@o suscetiveis a
acumulagdo do metal (BOGGIO BERTINET et al., 2000; ASCHNER e
ASCHNER, 2005; ASCHNER et al., 2009). O metal esta presente em
niveis considerados excessivos na dieta suplementar (formulas) para
criangas (ASCHNER e ASCHNER, 2005). No Brasil, ja foram relatados
altos niveis de Mn no ar préoximo a um complexo industrial na Bahia. As
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criangas residentes neste local apresentaram QI mais baixo e memoria
de trabalho inferior, caracterizando danos no circuito fronto-estriatal, o
qual é importante para este tipo de memoria (CARVALHO, et al.,
2013).

1.2 Mecanismos de transporte do Mn ao SNC

Uma vez que a homeostase dos niveis de Mn ¢ essencial para os
seres vivos, estes possuem mecanismos de transporte para o metal
(TAKEDA, 2003; DOBSON et al., 2004; YOKEL, 2009; TUSCHL et
al., 2013). Dentre os mecanismos descritos para o transporte de Mn
estdo: difusdo (YOKEL et al., 2003), canais de calcio (Ca) (ROTH et
al., 2002a; CROSSGROVE e YOKEL, 2005), transportador de metais
divalentes-1 (DMT1), também conhecido como proteina de macréfago
associada a resisténcia natural (Nramp2) e SLC11A2 (ROTH et al.,
2002a; THOMPSON et al., 2007; KIM et al, 2013), citrato
(CROSSGROVE et al., 2003) ou transporte dependente da transferrina
(Tf) (ASCHNER e ASCHNER, 1990; ROTH et al., 2002a; GUNTER et
al., 2013) e ferroportina (Fpn, SLC40A1) (MADEJCZYK e
BALLATORI, 2012).

O transportador SLC30A10 pertence a familia dos
transportadores de soluto (SLC, solute carrier). Recentemente foi
identificado seu papel no transporte de Mn em seres humanos. A
mutacdo no gene que codifica este transportador causa uma sindrome de
hipermanganesemia com elevada acumulagdo de Mn no figado e no
cérebro sem que os individuos tenham sido expostos a niveis elevados
de Mn (QUADRI et al., 2012; TUSCHL et al., 2012). A familia dos
transportadores SLC € conservada entre as espécies e esta presente no
SNC de ratos (SREEDHARAN et al., 2011). Varios estudos realizados
em modelos de ratos e camundongos tém contribuido para a elucidagao
dos mecanismos de transporte do Mn.

Quando ingerido, o Mn pode ser transportado a partir do trato
gastrointestinal através da superficie apical da mucosa intestinal para a
corrente sanguinea por meio de DMT-1 e Tf, de forma semelhante ao
transporte do ferro (Fe). Apenas 1-5% do Mn ingerido ¢é absorvido e seu
excesso ¢ eficazmente excretado pelo figado na bile através da
circulagdo portal (ROTH, 2006). Empregando uma linhagem celular que
imita o epitélio intestinal de absor¢do (células Caco-2), foi possivel
estudar a cinética de absor¢do do Mn e sua exportacdo. Verificou-se que
o Mn ¢é absorvido na superficie apical das células intestinais e ¢
exportado por via basolateral em uma combinagdo de processos
mediados por transportador e difusdo. Os niveis de DMT-1 foram
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reduzidos em células Caco-2 expostas ao Mn, possivelmente como um
mecanismo para evitar a acumulacdo de Mn em niveis tdxicos nas
células. Ao mesmo tempo, os niveis de Fpnl, uma proteina exportadora
de Mn, foram aumentados em células Caco-2 expostas ao Mn,
fornecendo evidéncias de que a expressdo de Fpn responde aos niveis de
Mn (LI et al., 2013).

A homeostase do Fe e do Mn sio interdependentes devido as
suas semelhancas quimicas e seus mecanismos compartilhados de
transporte (GUNSHIN et al., 1997), tanto em humanos quanto em
modelos de roedores (CLAUS HENN et al., 2011). A deficiéncia de Fe
leva ao aumento da expressdo de DMT-1 e Tf. Como consequéncia, no
caso da anemia por exemplo, a auséncia de Fe para competir pelos
mesmos transportadores poderia acarretar numa acumula¢do de Mn
(ERIKSON et al., 2002; ROTH e GARRICK, 2003; ERIKSON et al.,
2004; GARCIA et al., 2007). Ha também evidéncia in vitro de que a
presenca do Fe € capaz de influenciar a absor¢éo e as a¢des biologicas
do Mn em células PC12 (ROTH, FENG, et al., 2002). Existem modelos
in vivo que provaram ser eficientes para o estudo da homeostase do Fe e
do Mn dependente de DMT-1: os ratos de Belgrado com deficiéncia de
Fe (CHUA e MORGAN, 1997; FLEMING et al., 1998; BURDO et al.,
2001) e os camundongos com anemia microcitica (mk) (CANONNE-
HERGAUX et al., 2000), ambos os quais sdo caracterizados pela perda
de fun¢do de DMT-1 devido a uma mutagdo com troca de sentido que
provoca uma substitui¢do de glicina por arginina (G185R) (FLEMING
et al., 1998). Esta mutagdo prejudica o transporte de Fe ligado a Tf a
partir das vesiculas endociticas para o citoplasma (GARRICK et al.,
1999). No modelo do rato de Belgrado, foi demonstrado que os niveis
de Fe ¢ Mn sdo concomitantemente reduzidos. Desta forma, o modelo
contribuiu para elucidar o papel do DMT-1 no transporte e homeostase
do Fe e do Mn (CHUA e MORGAN, 1997). Além disso, os
experimentos realizados com o rato de Belgrado indicam que o DMT-1
também participa do transporte de Mn através do epitélio olfatério
(THOMPSON et al., 2007), revisado por Fitsanakis et al. (2010).

A troca de Mn do plasma para o cérebro ocorre através da BHE
ou da barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (BSLCr) (LI et al.,
2006). O mecanismo de transporte do Mn através da BHE envolve
varios transportadores como endocitose mediada pelo receptor de Tf
(ASCHNER e ASCHNER, 1990), mecanismo independente de Tf
(MALECKI et al., 1999), canais de Ca (CROSSGROVE e YOKEL,
2005) ou quando o Mn se encontra conjugado ao citrato pode ser
transportado por membros das familias dos peptideos transportadores de
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anions inorgéanicos (OATP) ou dos transportadores do tipo ABC (4TP-
binding cassette) (CROSSGROVE et al., 2003).

1.3 Mecanismos de neurotoxicidade do Mn
1.3.1 Acio do Mn sobre vias de sinalizacio intracelular

A sinalizacdo celular, ou a transdugdo de sinal, pode ser
definida como o processo pelo qual as células se comunicam com o seu
ambiente e respondem aos sinais externos que sdo detectados por elas. A
importancia central deste fendmeno tem sido apreciada por um longo
tempo. Como descrito por Bradshaw e Dennis (2011), as respostas
dindmicas das células aos estimulos externos sdo, em esséncia, uma
descricdo do processo da vida em si. Assim, é importante mencionar que
uma parte significativa do genoma humano (25000 genes) codifica os
elementos de sinalizagdo celular, incluindo 1543 receptores, 518
proteinas cinases e ~150 fosfatases (PAPIN et al., 2005).

A modificagdo poés-traducional reversivel de proteinas por
fosforilagdo € um modo versatil para regular a atividade de proteinas e
desta forma varios dos aspectos do desenvolvimento e da fun¢do das
células (HUNTER, 2007). No SNC uma rede complexa e rica de
sinalizagdo intercelular e intracelular estd envolvida na modulagdo do
desenvolvimento do cérebro, na atividade sinaptica e nas fungdes
cognitivas. Os neurotransmissores ou moléculas troficas, através da
interacdo proteina-proteina e por modulagdo da produgdo de
mensageiros intracelulares, podem modular a atividade das proteinas
cinases e fosfatases, que modificam o estado de fosforilacdo de
proteinas alvo, tais como enzimas, receptores, canais idnicos e fatores
de transcricdo (YOSHII ¢ CONSTANTINE-PATON, 2010). Todos
estes eventos conduzem uma diversidade de eventos celulares tais como
a expressdo génica, a migragdo de células neurais, a diferenciagdo, a
proliferacdo, a sobrevivéncia ou a morte celular e a plasticidade
sinaptica (GREENGARD, 2001; KANDEL, 2001; HUNTER, 2007).
Devido a todos estes aspectos, a modulagdo de vias de sinalizagdo
intracelular por substincias toxicas se tornou uma parte significativa da
pesquisa em Toxicologia Molecular.

1.3.2 Modulacio da atividade da tirosina hidroxilase pelo Mn

Um aspecto importante que regula o metabolismo da DA ¢ a
sua taxa de sintese. A tirosina hidroxilase (TH) ¢ a enzima limitante na
sintese desta catecolamina e catalisa o primeiro passo de uma via de
sintese bioquimica em que o aminoacido L-tirosina é convertido em L-
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3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A atividade de TH pode ser
regulada agudamente pela fosforilagdo da proteina e cronicamente pelo
seu nivel de sintese. A fosforilagdo de TH pode ocorrer nos residuos de
serina (Ser) Ser8, Serl9, Ser31 e Serd0. A fosforilagdo representa um
mecanismo importante para a manutencio dos niveis de DA em tecidos
imediatamente apo6s a secregdo da DA (DUNKLEY et al.,, 2004).
Embora outros sitios de fosforilagdo tenham sido reconhecidos em TH
apenas Serl9, Ser31 e Serd40 sdo regulados in vivo (HAYCOCK, 1990).
O sitio Ser40 ¢ considerado o mais importante na ativacdo de TH por
fosforilagcdo, causando uma diminui¢do na inibicdo por feedback
causada pela DA (FUJISAWA e OKUNO, 2005). A fosforilagdo na
Ser31 pode aumentar em duas vezes a atividade de TH por alterar sua
afinidade pelo cofator tetrahidrobiopterina (BH4). Além disso, a
fosforilagdo na Ser31 ou na Serl9 pode facilitar a fosforilagdo na Ser40
(DUNKLEY et al., 2004). A proteina cinase A (PKA), a proteina cinase
C (PKC) e a proteina fosfatase 2A (PP2A) estdo envolvidas na
fosforilacao e desfosforilagdo da Ser40 da TH in situ (DUNKLEY et al.,
2004; BOBROVSKAYA et al., 2007a; BOBROVSKAYA et al., 2007b;
GELAIN et al., 2007). A PP2A ¢ a principal serina/treonina fosfatase
que age desfosforilando a TH, resultando em reducdo da sua atividade
(HAAVIK et al., 1989). Ainda, uma interacdo funcional entre PKCS e
TH foi documentada, em que a PKCd regula negativamente a atividade
da TH e a sintese de DA ao aumentar a atividade de PP2A em neurdnios
dopaminérgicos (ZHANG et al., 2007).

Em outro estudo, o estresse induzido por choque nas patas
causou aumento na fosforilagdo na Ser31 de TH, bem como na atividade
da enzima, no cortex pré-fontral médio, locus coeruleus e medula
adrenal. Sugere-se que a ERK esteja envolvida neste efeito na medula
adrenal. No mesmo tecido, pSer40 também foi aumentada, efeito
dependente de PKA (ONG et al., 2014). O retinol (vitamina A) possui
diversos papéis fisiologicos e num estudo realizado in vitro foi
demonstrado que age em células cromafim bovinas aumentando o
influxo de cdlcio e ativando a produgdo de ROS e vias de sinalizagdo
intracelular como ERK e PKC. Estas vias exercem influéncia sobre a
fosforilacdo de TH na Ser31 e Ser40, respectivamente (GELAIN et al.,
2007).

Quanto ao efeito do Mn sobre a atividade de TH, Posser e
colaboradores (2009) demonstraram que o Mn (100 uM por um periodo
de 1 a 24 h) estimula a fosforilagdo sustentada de TH na Ser40 no
modelo de células PC12 (linhagem de feocromocitoma de rato) sem
alterar a sintese proteica de TH ou a viabilidade celular. Zhang e
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colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento agudo (3 h) de
células dopaminérgicas N27 diferenciadas com concentragdes sub-
toxicas de MnCl, (3 uM e 10 pM) induziu um aumento na atividade de
TH, bem como aumento dose-dependente nos niveis de fosforilacdo de
TH na Ser40. Por outro lado, o tratamento com concentra¢des baixas de
Mn e por longo periodo (0,1-1 uM Mn durante 24 h), produziu uma
diminui¢cdo da atividade da TH sem afetar a fosforilagdo na Serd(
(ZHANG et al, 2011). Logo, considerando os dados in vitro
demostrando que as altera¢des na atividade TH podem desempenhar um
papel na acdo de Mn sobre o sistema dopaminérgico, se torna
interessante estudar o efeito do Mn sobre a atividade de TH in vivo.

1.3.3 Alteracgdo na sinalizacio de MAPKSs e AKT induzida por Mn

A familia das proteinas cinases ativadas por mitogenos
(MAPKSs) ¢ constituida por serina-treonina cinases que respondem a
uma variedade de estimulos extracelulares, incluindo estresse oxidativo
(SON et al., 2011). Estas proteinas sdo responsaveis pela transducdo de
sinais em cé¢lulas eucarioticas que medeiam: proliferacdo celular,
diferenciacdo, sobrevivéncia, morte e transformagdo celular (KIM e
CHOI, 2010, 2015). As trés principais MAPKs identificadas sdo as
cinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2), cinase c-Jun N-
terminal (JNK) e as p38MAPK, conforme exemplificado na Figura 2. A
via das MAPKs ¢ evolutivamente conservada em células eucaridticas.
Cada via é composta de trés classes de proteinas cinases: MAPK,
MAPK cinase (MAPKK) e MAPK cinase cinase (MAPKKK). Dentro
da superfamilia MAPKK, varios grupos foram também distinguidos, tais
como MEK1/2 (MKK1/2), MKK3/6, MKK4 (SEK-1 ou JNKK-1) e
MKK?7 (JNKK-2). MEK1/2 tém sido relacionadas com a ativagdo de
ERK, MKK4 pode ativar tanto a INK e p38"*"%, MKK7 ¢ especifica
para o subgrugo de INK, e MKK3/6 atuam como ativadores do
subgrupo p38M PK Os membros MAPKK sdo por sua vez ativados por
membros da superfamilia MAPKKK, como Raf, MEKK, ASK, TAKI,
MLK, TAO e COT (CHANG e KARIN, 2001; THOMAS e HUGANIR,
2004). A desativagdo das MAPKs ¢ dependente de fosfatases
especificas, como a MKP-1 (fosfatase da MAP cinase) bem como de
outras classes de proteinas fosfatases (MCCUBREY et al., 2006).

A ERK1/2 ¢ ativada principalmente por fatores de crescimento,
regulando a expressdo génica, a embriogénese, a proliferagdo, a
morte/sobrevivéncia celular e a neuroplasticidade (CHEN et al., 2001;
THOMAS e¢ HUGANIR, 2004). A INK1/2/3 e a p38Y*"™ sio
classicamente conhecidas como proteinas cinases ativadas por estresse
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(SAPKs), sendo ativadas por citocinas e insultos citotoxicos, e estdo
muitas vezes relacionadas com o estresse e a morte celular (MIELKE e
HERDEGEN, 2000; COWAN e STOREY, 2003). No entanto, elas
também podem regular o neurodesenvolvimento e a neuroplasticidade
(WAETZIG e HERDEGEN, 2004; WAETZIG et al., 2006).

Fatores de
crescimento, etc.

LG
S
M H ASK1, MEKK1, MLK3, etc.
v §
M M MKK3/MKK6
v §

v v

Estimulo Estresse oxidativo, citocinas, etc

Resposta Proliferagao, Proliferagdo celular
celular diferenciacdo, Diferenciagao e apoptose
migragdo celular Respostas inflamatorias

Figura 2: Esquema geral da ativagdo da via de sinalizacdo das proteinas cinases
ativadas por mitogenos (MAPKs). MAPKs operam em forma de cascata e
medeiam a sinalizagdo intracelular iniciada por fatores extracelulares ou
intracelulares. MAPKKKSs, que podem ser ativadas tanto por MAP4Ks ou
GTPases, fosforilam MAPKKs que por sua vez fosforilam e ativam MAPKs.
Uma vez ativadas, MAPKSs fosforilam varios substratos, incluindo fatores de
transcrigdo, regulando desta maneira uma variedade de atividades celulares,
como proliferacdo, diferenciagcdo, migragdo, respostas inflamatdrias e morte
celular. Em mamiferos, a familia de MAPKs é composta principalmente por
ERK, p38"“"™ e JNK. RTK: receptor tirosina cinase. Adaptado de Kim e Choi
(2015).

A via da fosfatidilinositol-3 cinase/proteina cinase B
(PI3K/AKT, ilustrada na Figura 3) pode ser ativada por varios fatores de
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crescimento e desempenha um papel central na regulacdo do
crescimento celular, da proliferagdo, da sobrevivéncia e do metabolismo
celular, bem como da neuroplasticidade (BRUNET et al., 2001;
BRAZIL et al., 2004; VAN DER HEIDE et al., 20006).

Fatores de crescimento,
citocinas, etc.

00 o

gﬁ S

= PIPz PIPs PDK1/2
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Figura 3: Via de sinalizacdo da PI3K/AKT. A fosfatidil inositol 3 cinase (PI3K)
fosforila fosfatidilinositol-bisfosfato (PIP,) na membrana celular, gerando PIP;,
os quais recrutam tanto AKT quanto a cinase dependente de fosfoinositideo
(PDK1/2). A fosforilagdo de AKT por PDK também ativa AKT. AKT por sua
vez age sobre fatores de transcri¢do como FOXO, ou a proteina pro-apoptotica
BAD e a via de sinalizagdo mTOR. Regulando assim a sobrevivéncia celular e
transcri¢do génica. Adaptado de Bader et al. (2005).

FOXO

A ativagdo de ERK1/2, INK e p38™™ relacionadas ou ndo
com apoptose em resposta a exposi¢ao in vitro ao Mn tém sido relatadas
em culturas primarias de astrocitos, microglia e em linhagens celulares
(HIRATA et al., 2004; ITO et al., 2006; GONZALEZ et al., 2008;
PRABHAKARAN et al., 2008; YIN et al., 2008; EXIL et al., 2014). Em
relacdo ao estriado, foi demonstrado que o tratamento in vivo com Mn
durante o desenvolvimento (dia pds-natal, PND 8 ao 12 ou PND 8 ao
27, via intraperitoneal, i.p.) pode estimular a fosforilagdo de AKT na
Ser473 por um mecanismo desconhecido, mas aparentemente
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independente do estresse oxidativo (CORDOVA et al., 2012;
CORDOVA et al., 2013). A ativagdo prolongada de AKT no estriado
também foi observada em ratos expostos ao Mn (via oral, PND 1 ao 21)
(MCDOUGALL et al., 2011). Além disso, a ativacdo no estriado de
ERK1/2 em resposta a exposicdo ao Mn no PN8-12 e a ativagdo de
p38MAPK em resposta a uma exposi¢do prolongada (PND 8-27), de um
modo dependente da produgdo de estresse oxidativo, foram relatados
(CORDOVA et al., 2012; CORDOVA et al., 2013). Dado que a duragdo
da sinalizacdo pode alterar significativamente caracteristicas qualitativas
e quantitativas de seus elementos alvos, estas alteragdes do padrdo de
fosforilagdo de ERK1/2, p38MAPK e AKT podem desencadear efeitos
duradouros envolvidos na alteragdo da migragdo de células, da
proliferagdo, da diferenciagdo ou da sobrevivéncia. E importante afirmar
que os tipos de células do corpo estriado envolvidos nestas respostas ao
Mn ndo foram determinados. No entanto, os estudos in vitro em células
gliais tratadas com Mn mostraram a participagdo de ERK1/2 ¢ AKT na
expressdo de iNOS em microglia (BAE et al., 2006) e COX-2 em
astrocitos (LIAO et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que o Mn
induziu a morte celular por apoptose por meio da via de sinalizagdo da
ERK1/2, com a ativagdo da caspase-3 em células PC12 (ITO et al.,
2006). Ainda, em fatias estriatais obtidas de ratos imaturos, ativacdo de
ERK1/2 e JNK foram observadas, sem queda da viabilidade celular
(PERES et al., 2013). Portanto, a ativa¢do de ERK1/2, p38™*P% ¢ AKT
induzida por Mn pode estar associada com alteracdes na
neuroplasticidade e/ou a viabilidade das células no estriado de ratos
imaturos, assim prejudicando fungdes neurofisiologicas e o
neurodesenvolvimento. Além disso, a resposta ao estresse oxidativo
podem estar envolvida apenas na ativagdo de ERK1/2 e p38MAPK, uma
vez que o efeito de Mn sobre estas cinases, mas ndo sobre AKT, foi
abolido pelo antioxidante Trolox (CORDOVA et al., 2012).

1.4 Mecanismos de defesa antioxidante

O estresse oxidativo ocorre quando a produgdo de espécies
reativas (EROs ou ERNs) excede a capacidade das células de neutralizar
seus efeitos. Ocorre com isso 0 dano a membranas celulares, danos ao
DNA e proteinas, alteragdes em vias de sinalizacdo intracelular e
eventualmente a morte celular. O tecido cerebral ¢ particularmente
vulneravel ao estresse oxidativo devido ao seu alto consumo de
oxigénio, relativamente baixa capacidade antioxidante e elevados niveis
de acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares
(HALLIWELL, 2006).



35

O Mn induz a formagdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) in
vitro (POSSER et al., 2009) e radical hidroxil (HO") in vivo (BALASZ
et al.,, 2015), além de interagir com a DA extracelular, facilitando sua
oxidagdo e geracdo de quinonas reativas (BENEDETTO et al., 2010).
Diversos estudos relatam alteragcdes em enzimas antioxidantes induzidas
pelo Mn. Dentre as principais estratégias antioxidantes estudadas,
destacamos as enzimas catalase, glutationa redutase (GR), glutationa
peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) e o tripeptideo gama-
glutamil-cisteina ou glutationa (GSH) (LIMON-PACHECO e
GONSEBATT, 2009).

A produgdo de enzimas antioxidantes esta em grande parte sob
o controle do fator de transcricdo Nrf2 (fator 2 relacionado ao fator
nuclear eritréide 2). Nrf-2 localiza-se no citoplasma, em um complexo
inibitorio com a proteina Keap-1, que além de reté-lo no citoplasma, o
marca para degradagdo proteassomal. Estimulos estressores causam
mudancas conformacionais em Keap-1 e também fosforilagdo de Nrf-2.
Isto leva a liberacdo de Nrf2 e permite sua migragdo para o nucleo, onde
liga-se a sequéncia de ativagdo reguladora 5°, denominada elemento de
resposta antioxidante (ARE), localizada na regido promotora de genes
que codificam enzimas antioxidantes (KENSLER et al., 2007). Ja foi
descrito que a translocacdo de Nrf2 pode ser ativada por diferentes vias
de sinalizacdo. As vias das MAPKs, PI3K/AKT e PKC facilitam a
transloca¢do nuclear do Nrf2. Por outro lado, a glicogénio sintase
cinase-3p (GSK3p) regula negativamente a sinalizagdo de Nrf2 através
da fosforilacdo de residuos especificos (SALAZAR et al., 2006; SUN et
al., 2009).

Outro fator de transcricdo conhecido por seu papel nas
respostas celulares, incluindo metabolismo da glicose, ciclo celular,
detoxificacdo de EROs, reparo do DNA e apoptose pertence a familia
das proteinas Forkhead Box class O (FOXO). Mamiferos possuem
quatro isoformas, FOXO1, FOXO03, FOX04 ¢ FOXO6. Trés destas
isoformas, FOXO1, FOX03 e FOXO04 sao reguladas pela fosforilagdo
dependente de AKT em trés sitios especificos em resposta a estimulagdo
pela insulina e fatores de crescimento. A insulina/IGF-1 e os fatores de
crescimento inibem FOXO através de fosforilacdo em sitios especificos
pela AKT. Em contrapartida, em resposta ao estresse, a via da JNK
fosforila diretamente FOXO ativando a sua localizagdo nuclear (WANG
et al., 2014).

1.5 Modelos animais para estudo da neurotoxicidade do Mn
O uso de modelos de roedores ¢ uma importante ferramenta
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para o estudo dos mecanismos de toxicidade do Mn, com foco no
transporte do metal, sua homeostase e efeitos comportamentais. Os
modelos animais facilitam a utilizacdo de diferentes vias de exposicao
ao Mn, bem como o uso de diferentes formas quimicas do Mn, que
podem imitar a exposi¢cdo ambiental ou ocupacional.

Os modelos animais de roedores t€ém sido usados para estudar
os efeitos comportamentais do Mn, apesar da alegagcdo de que os
primatas ndo-humanos sejam um modelo animal mais adequado para
refletir a condi¢do humana (NEAL e GUILARTE, 2013). No entanto, a
fungdo cognitiva e motora tem sido avaliadas em modelos de roedores
utilizando uma variedade de testes comportamentais: campo aberto
(CALABRESI et al., 2001; DODD et al., 2005; CORDOVA et al,,
2012; SANTOS et al., 2013), rotarod (MCDOUGALL et al., 2008;
NAM e KIM, 2008; CORDOVA et al., 2012; CORDOVA et al., 2013;
BOUABID et al., 2014), beam walking (ORDONEZ-LIBRADO et al.,
2008; SCHMITZ et al., 2014), grip strength (DODD et al., 2005), teste
da escada de Montoya (BEAUDIN et al., 2013), single pellet reaching
(ORDONEZ-LIBRADO et al., 2008; SCHMITZ et al., 2014), labirinto
aquatico de Morris (FITSANAKIS et al., 2009; BLECHARZ-KLIN et
al., 2012) e esquiva inibitoria do tipo step-down (SCHMITZ et al.,
2014).

Diversos modelos animais vém contribuindo para a elucidacao
dos mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do Mn. Muito do que se
conhece a respeito da resposta celular ao estresse induzido por
concentracdes toxicas de metais foi obtido em modelos de mamiferos.
Porém, tem crescido o interesse na utilizacdo de novos modelos animais
para estes estudos. Neste sentido, devido a sua homologia bioquimica
com os mamiferos, a utilizacdo do verme nematdodeo Caenorhabditis
elegans tem se destacado. Diversas alteracdes em resposta a exposicao a
metais, principalmente aquelas envolvendo expressdo génica e vias de
sinalizagdo intracelular, tém sido relatadas utilizando o nematdédeo como
modelo de estudo (CAITO et al., 2012).
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Figura 4: Algumas estruturas anatomicas do verme nematddeo Caenorhabditis
elegans hermafrodita adulto. Adaptado de Yamaguchi et al. (2008).

O C. elegans ¢ um animal de vida livre que habita solos
umidos, utiliza oxigénio atmosférico e se alimenta de bactérias (Figura
4). Este verme tem sido utilizado como modelo experimental desde as
investigagoes realizadas pelo bidlogo sul-africano Sydney Brenner, que
utilizou o nematdédeo para fazer uma prospeccdo no seu genoma em
busca de mutag¢des que poderiam alterar seu movimento, rendendo-lhe o
prémio Nobel em 2002 (HELMCKE et al., 2010). O C. elegans constitui
um modelo experimental que comparado ao modelo de roedores,
confere uma alternativa de mais simples criagdo, manipulagdo genética e
analise in vivo de toxicidade de diversos compostos. Os vermes
possuem tempo de vida curto (18-30 dias), passando por quatro estagios
larvais (L1, L2, L3 e L4) antes de se tornarem adultos. S@o
hermafroditas em sua maioria e seu ciclo reprodutivo é breve (3 dias, a
22°C), com a geragdo de uma prole contendo até 300 individuos,
conforme esquematizado na Figura 5 (BRENNER, 1974; AITLHADI et
al., 2011). Portanto, ¢ um modelo bastante vantajoso e conveniente para
analise genética, pois seu genoma ja foi mapeado, apresentando grande
ortologia em relacdo ao genoma humano (MARTINEZ-FINLEY e
ASCHNER, 2011; AVILA et al., 2012a). O genoma do C. elegans
possui aproximadamente 60% a 80% de homologia com o humano e
contém muitas das proteinas regulatdrias conservadas. Este alto grau de
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conservagdo genética o torna relevante para o estudo da Toxicologia
Molecular (KALETTA ¢ HENGARTNER, 2006). Em conjunto, estas
caracteristicas fazem do C. elegans um modelo experimental para
estudos in vivo, enquanto mantém as vantagens praticas de um modelo
in vitro (HELMCKE et al., 2010).

1.5.1 O sistema nervoso em C. elegans

O sistema nervoso é o 6rgdo mais complexo do C. elegans.
Todas as fungdes basicas do verme e a regulagdo da alimentagdo,
desenvolvimento, movimento, metabolismo e reproducdo estdo sob o
controle do sistema nervoso (RANKIN, 2002; CHATTERIJEE e
SINHA, 2008). Assim, alteragdes em qualquer sistema neurotransmissor
causam perturbagdes em fungdes especificas compativeis com o tipo de
neurénio afetado. O hermafrodita possui 302 células nervosas e 56
células epiteliogliais, que juntas equivalem a 37% de todas as suas
células somaticas. Estas formam cerca de 5000 sinapses, 2000 jungdes
neuromusculares ¢ 600 jungdes-gap (WHITE et al., 1986).

Os trabalhos de White e colaboradores (1986) e mais
recentemente Varshney e colaboradores (2011) descreveram a
conectividade de todos os neur6nios do sistema nervoso do verme
hermafrodita, através de uma série de analises utilizando microscopia
eletronica de transmissdo. Desta forma, foi estabelecido a organizagdo
do sistema nervoso do C. elegans. A maior parte de seu sistema
nervoso se localiza na cabega, que possui varios receptores sensorios.
Estes se organizam em grupos de orgdos sensoriais denominados
sensilla. Cada um destes Orgdos possui uma ou mais terminagdes
nervosas ciliadas e duas células ndo neuronais: sheath e socket. Sheath é
a célula tipo-glia que envolve as termina¢des neuronais. Socket é a
célula que conecta o sensillum a hipoderme. A maioria dos neurdnios do
verme tém o corpo celular situado ao redor da faringe, formando o
ganglio anterior. O verme também possui um ganglio dorsal, um par de
ganglios laterais, um ganglio ventral, o ganglio retrovesicular, situado
ao longo do corpo e terminando no ganglio pré-anal, além de mais trés
ganglios na regido da cauda e uma par de ganglios laterais posteriores.
Assim, os neurdnios estdo concentrados principalmente no anel nervoso
que circunda a faringe, na cadeia ou nervo corda ventral e na cauda
(HALL et al., 2006).
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Figura 5: Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans em 22°C. O tempo que o
animal passa em um determinado estdgio esta indicado em azul ao longo das
setas. A primeira clivagem ocorre cerca de 40 min pos-fertilizacdo. Os ovos sdo
postos cerca de 150 min pos-fertilizagdo, durante a fase de gastrula. O
comprimento do animal em cada fase estd marcado em micrometros. Os
animais na fase L1 expostos a condi¢cdes de superpopulacdo, fome ou altas
temperaturas entram no estdgio dauer. Em condigdes favoraveis se desenvolvem
para L2, L3, L4 até a fase adulta. Adaptado de Wormatlas.
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Os neurdnios do verme sdo classificados em sensoriais,
motores, interneurdénios ou de funcdo mista baseado nas suas
caracteristicas morfologicas e funcionais (HALL et al., 2006). Além
disso, Jarrell e colaboradores (2012) estudaram o conectoma do C.
elegans macho ajudando a entender especialmente o comportamento de
acasalamento.

O verme contém neurotransmissores comuns ao sistema
nervoso dos mamiferos, incluindo serotonina, dopamina (DA), acido vy-
aminobutirico (GABA), glutamato e acetilcolina, bem como numerosos
neuropeptideos. Os genes das enzimas necessarias para a sintese de DA,
octopamina (uma monoamina de invertebrados, semelhante a
noreprinefrina) e serotonina (tirosina hidroxilase, dopamina (-
hidroxilase, DOPA descarboxilase e triptofano hidroxilase) estdo
presentes no genoma de C. elegans. Transportadores e receptores
especificos para neurotransmissores (de membrana e vesicular) também
sdo altamente conservados em relagdo aos seus homologos em
mamifero (BARGMANN, 1998).

1.5.2 O sistema dopaminérgico em C. elegans

As monoaminas (DA, serotonina, octopamina e tiramina)
modulam varios comportamentos em C. elegans, como locomogao,
postura de ovos, defecacdo e forrageamemento. Dentre as proteinas
relacionadas a fun¢do dopaminérgica em humanos, foram identificados
homologos em C. elegans que incluem: CAT-2 homdloga a TH; DOP-1,
DOP-2, DOP-3 ¢ DOP-4, homodlogos ao receptor de DA (CHASE e
KOELLE, 2007); CAT-1, homologo ao VMAT (transportador de
monoaminas vesicular), expresso em neurdnios dopaminérgicos e
responsavel pelo transporte da DA do citosol para vesiculas sinapticas
(DUERR et al., 1999) e DAT-1 (transportador de DA), o homologo do
transportador pré-sinaptico de DA (JAYANTHI et al., 1998). Devido as
semelhangas na homeostase dopaminérgica entre C. elegans e
mamiferos, o nematédeo revelou-se um valioso modelo para a
compreensdo de doengas humanas que implicam anormalidades na
funcdo dopaminérgica (AITLHADJ et al., 2011; HARDAWAY et al.,
2012).

O verme hermafrodita possui 8 neurénios dopaminérgicos. Dois
pares estdo localizados na regido cefalica e sdo denominados de acordo
com sua posicdo em CEPDL/R (cefalico dorsal esquerdo/ direito),
CEPVL/R (cefalico ventral esquerdo/ direito) (Figura 6). Estes
neurdnios projetam dendritos para a regido anterior (nariz) do verme,
onde terminam em contato com células especializadas, sheath e socket,
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formando uma terminacdo sensorial chamada Cephalic. Seus axonios
sdo projetados para o anel nervoso, onde fazem contato entre eles e com
outros neurdnios. Entre os neurénios que fazem sinapse com o grupo
CEP, estdo incluidos neurdnios importantes para a locomogdo e
motricidade do verme. Também estdo presentes um par de terminacdes
nervosas denominadas deirids anteriores (ADE L/R) e um par de deirids
posteriores (PDE L/R) (SULSTON et al., 1975; MCDONALD et al.,
2000).

A DA possui papel importante para as respostas as mudangas
no ambiente ao redor do verme. Quando sua fonte de alimento se esgota,
0 verme necessita buscar por alimento em outra regido. A DA faz parte
deste processo modulando a locomog¢@o do verme. Por exemplo, ao
entrar em contato com bactérias, 0s neurénios mecanossensoriais, que
sd0 dopaminérgicos, reconhecem o estimulo e consequentemente o
verme desacelera sua movimentagdo. Esta resposta conhecida como
basal slowing depende da presenca da DA e da integridade dos
neurdnios dopaminérgicos. Como demonstrado anteriormente, vermes
knockout (KO) para cat-2 ou vermes que tiveram ablagdo dos neurdnios
dopaminérgicos ndo apresentam essa resposta (SAWIN et al., 2000;
CHASE e KOELLE, 2007).

Outro comportamento observado nos vermes ¢ a busca em area
restrita. Quando percebe o esgotamento do alimento, o verme necessita
buscéa-lo em uma regido proxima. Isso pode ser observado pelo aumento
da frequéncia das curvas fechadas que o verme realiza na sua
movimentagdo. Caso ndo encontre nova fonte de alimento na regido
proxima, o verme diminui a frequéncia das curvas fechadas e passa a
expandir sua area de busca. Este comportamento evoluiu para manter o
organismo proximo da area onde anteriormente o alimento esteve
disponivel, o que estaria associado a maior probabilidade de encontrar
outra fonte alimentar proxima. Consistente com o papel da sinalizagdo
de DA neste comportamento, os animais expostos a DA exdgena
mostram um aumento da frequéncia das curvas fechadas enquanto
animais expostos a racloprida, um antagonista da DA, apresentam uma
diminuicdo da frequéncia de curvas fechadas (HILLS et al., 2004;
CHASE e KOELLE, 2007).
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Figura 6: Neurdnios dopaminérgicos em C. elegans. D: dorsal; V: ventral; L:
esquerdo; R: direito. Adaptado de Wormatlas.

1.5.3 Via de sinalizacio das MAPKSs e AKT em C. elegans

A avaliacdo da acdo de diversos metais em C. elegans tem
contribuido para a elucidacdo de seus mecanismos de toxicidade
(AITLHADIJ et al., 2011). Foi demonstrado que a via das MAPKs esta
envolvida na resposta a intoxica¢do por metais pesados neste modelo
(KOGA et al.,, 2000; MIZUNO et al., 2004). Na Figura 7 estdo
relacionados algumas das proteinas que constituem a via das MAPKs
em mamiferos e seus homodlogos identificados em C. elegans.

Em um estudo realizado no modelo de C. elegans, a delecdo do
gene responsavel pela proteina MEK-1 (uma MAPKK, similar as
proteinas MKK7 de mamiferos, que atuam sobre JNK) resultou em
hipersensibilidade do nematddeo a metais pesados, incluindo o cddmio
(Cd) (KOGA et al., 2000).

Diversas vias de sinalizagdo intracelular relevantes para a morte
de células neuronais encontram-se conservadas no nematddeo, tais
como a p3 gMAPK g cascata de sinalizacdo de AKT, a via da ubiquitina-
proteassoma e as respostas ao estresse oxidativo (AITLHADIJ et al.,
2011). Todos os trés tipos de MAPKs (ERK, p38MAPK e JNK) possuem
papel na resposta a diferentes agentes estressores em C. elegans. Ja foi
identificado que durante o estresse oxidativo, a proteina PMK-1,
homologa a p38MAPK de mamiferos, ¢ necessaria para a translocagao do
fator de transcrigdo SKN-1 (homodlogo ao Nrf-2), o qual regula
positivamente a transcri¢do de genes com funcdo de protecdo (INOUE
et al.,, 2005). Desta forma, C. elegans ¢ um modelo animal bem
reconhecido por sua utilidade para determinar mecanismos de morte
celular (AITLHADIJ et al., 2011).
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Figura 7: Proteinas que constituem a via das proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPKs), MAPK cinase (MAPKK) e MAPK cinase cinase
(MAPKKK) em mamiferos e seus homologos em C. elegans. Adaptado de
Sakaguchi et al. (2004).
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A analise do genoma do C. elegans sugere que este possui
varias proteinas que constituem a via das MAPKs. Proteinas do grupo
STE, que atuam sobre as MAPKs estdo presentes em seu genoma. Nos
vermes, este grupo inclui dez STE7 cinases (representando as MAPKK),
duas STE11 cinases (representando as MAPKKK) e doze STE20
cinases (representando as MAP4K) (PLOWMAN et al., 1999). Existem
trés homologos de INK em C. elegans: INK-1, KGB-1 e KGB-2. O C.
elegans contém trés homologos de p38™*™ PMK-1, PMK-2 ¢ PMK-3.
Sendo os genes pmk contiguos no cromossomo IV, compreendendo um
operon (BERMAN et al., 2001). A cascata da ERK ¢ constituida por
LIN-45 (ortologo de RAF1 de mamiferos), MEK-2 (ortélogo em C.
elegans de MEK1/2) e MPK-1(ERK1/2). Esta via ¢ requerida para
varios processos durante o desenvolvimento e possui também um papel
na longevidade nos vermes. Os mutantes KO para esta via sdo invidveis
(OKUYAMA et al., 2010).

Foi demonstrado que JNK-1, assim como sua ativadora direta,
JKK-1, sdo expressas na maioria dos neur6nios e seus processos,
incluindo o anel nervoso, ganglio da cabega, corddo dorsal e ventral e
ganglio da cauda (KAWASAKI et al, 1999). Villanueva e
colaboradores (2001) investigaram o papel fisiolégico de JNK-1 em C.
elegans utilizando mutantes com defeito na sua expressdo e
demonstraram  que  estes possuem defeito em  respostas
mecanossensoriais € locomog¢do descoordenada. Além disso, os
mutantes apresentaram hipersensibilidade ao cobre e Cd. A via de
sinalizagdo da JNK-1 também possui papel na neurotoxicidade do Mn
em C. elegans conforme demonstrado por knockdown de jnk-1,
resultando no aumento da viabilidade dos neurdnios dopaminérgicos
ap6s exposicdo ao Mn, consistente com o papel de JNK em vias de
sinalizag@o que conduzem a apoptose (SETTIVARI et al., 2013).

Usando a proteina verde fluorescente (GFP) como marcador,
foi demonstrado que o promotor de pmk-3 € ativo ao longo de todo o
intestino do verme, especificamente nos nticleos de células intestinais
(BERMAN et al., 2001). O papel fisiologico de p38™*"™ em C. elegans
estd relacionado com a resposta ao estresse oxidativo. Foi demonstrado
que a translocagdo do fator de transcrigdo DAF-16 (homologo ao FOXO
de mamiferos) para o nucleo mediada pelo estresse oxidativo foi
bloqueada como consequéncia da mutagdo em sek-/ (homodloga a
MKK4, a MAPKK que ativa a p38MAPK). Desta forma, mutantes sek-/
sd0 hipersensiveis ao estresse oxidativo produzido por paraquat
(KONDO et al., 2005). A via da p38MAPK também esta envolvida na
resposta imune inata em C. elegans (HOEVEN et al., 2011).
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A via de sinalizagdo tipo receptor de insulina (ILS, Figura 8)
regula o metabolismo, desenvolvimento e¢ longevidade do C. elegans
(KIMURA et al., 1997). A via é composta pelo receptor homologo ao da
insulina/IGF-1, denominado DAF-2 e pelas proteinas homologas a
PI3K, cinase dependente de fosfatidil-inositol (PDK), proteina cinase B
(também conhecida como AKT) e cinase regulada por soro e
glicocorticéide (SGK) (AGE-1, PDK-1, AKT-1, AKT-2 e SGK-I,
respectivamente). Esta via € necessaria para o crescimento, para a
reproducdo e para o metabolismo do verme (PARADIS e RUVKUN,
1998). Mutacdes no receptor DAF-2 (KIMURA et al., 1997) ou em
AGE-1 (MORRIS et al., 1996) causam nos vermes retengdo no estagio
dauer, armazenamento de gordura e maior longevidade (DAF se refere a
fenotipo formador de dauer) (KIMURA et al., 1997). Esta regulagao do
metabolismo em C. elegans é semelhante ao papel fisiologico da
insulina nos mamiferos. A insulina controla a homeostase da glicose,
alterando a atividade de reguladores metabdlicos chave, tais como
transportadores de glicose e enzimas metabdlicas. Mutagdes no fator de
transcricdo da familia Forkhead, DAF-16, inibem a retengdo no estagio
dauer, a mudanc¢a no perfil metabdlico e os fendtipos de longevidade
observados nos mutantes com perda de fun¢do em daf-2 e age-1. Isto
indica que DAF-16 é um alvo da sinalizagdo ILS em C. elegans e que a
acdo de DAF-16 ¢ antagonizada por esta via de sinalizagdo (OGG et al.,
1997). Além de DAF-16, também foi demostrado que a ILS pode
antagonizar o fator de transcrigdo SKN-1 (TULLET et al., 2008; GATSI
et al., 2014).
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Figura 8: A via de sinalizag@o tipo insulina em C. elegans. Esta via ¢ ativada
por ligantes tipo insulina que ativam o receptor DAF-2, AGE-1 (PI3K), PDK-1
(ndo demonstrado) e seus alvos AKT1/2 e SGK, de maneira a modular o fator
de transcrigdo DAF-16. Esta via regula o metabolismo e longevidade em C.
elegans. Também foi demostrado que esta via de sinalizagdo pode antagonizar o
fator de transcrigdo SKN-1, homoélogo ao Nrf-2 de mamiferos. Adaptado de
Tullet et al. (2008).

A resposta de detoxificagdo fase 2 fornece uma conservada
defesa contra o estresse oxidativo (MCMAHON et al., 2001). Em C.
elegans as enzimas participantes da fase 2 tém sua expressdo controlada
pelo fator de transcrigdo SKN-1. SKN-1 ¢ importante para o
desenvolvimento do sistema digestorio durante os primeiros estagios
embriondrios e posteriormente € necessario para a regulacdo do tempo
de vida normal e resisténcia ao estresse. Em resposta ao estresse
oxidativo ocorre a translocacdo de SKN-1 para o nucleo das células
intestinais, onde ele ativa a transcri¢do de y-glutamil cisteina sintetase
cadeia pesada [GCS(h)], glutationa sintetase e quatro isoformas de
glutationa S-transferase (GST) (BOWERMAN et al, 1992; AN e
BLACKWELL, 2003). DAF-16 ativa a transcrigdo de sod-3, entre
outros genes da resposta antioxidante. SOD-3 ¢ homologa a Mn-SOD e
localiza-se na mitocondria (OGG et al.,, 1997, HONDA ¢ HONDA,



47

1999). Assim, pode parecer uma desvantagem para a via ILS diminuir a
resisténcia ao estresse oxidativo por antagonizar DAF-16 e SKN-1.
Porém isso pode ser explicado pelo fato de que muitas vias de
sinalizagdo sdo influenciadas pelo estado redox. Assim, através da
inibi¢do de DAF-16/FOX0O e SKN-1/Nrf, a ILS poderia suprimir as
defesas antioxidantes criando um micro-ambiente mais redutor, e que
por sua vez, pode diminuir a eficacia da ILS. Isto ¢ consistente com a
evidéncia de que a insulina induz a producdo de ROS em células na
auséncia de nutrientes, ¢ que a ILS funciona mais eficazmente em
condig¢des pro-oxidantes (TULLET et al., 2008).

Ja foi demonstrado que o Mn induz estresse oxidativo e reducao
da longevidade em C. elegans (AU et al., 2009). Além disso, gragas ao
modelo do nematddeo, foi demonstrado o papel da DA e geragdo de
EROs na neurodegeneracdo dopaminérgica induzida pelo Mn
(BENEDETTO et al., 2010). O estresse oxidativo ¢ uma das principais
caracteristicas da toxicidade induzida por Mn em mamiferos e o modelo
de C. elegans reproduz esta propriedade, bem como a especificidade do
metal por neurdnios dopaminérgicos, com redugdo da viabilidade e
alteracbes morfologicas nestes neurdnios. Assim, C. elegans é um
modelo bastante 1til para o estudo do papel de vias de sinalizagdo como
MAPKSs e AKT na toxicidade induzida pelo Mn.

Os mecanismos moleculares da acdo do Mn ndo sdo
totalmente conhecidos. Foi demonstrado que Mn pode causar morte
celular devido ao estresse oxidativo, levando a ativagdo de proteinas
cinases ativadas por estresse (TAKEDA, 2003; POSSER et al., 2009).
Roth e colaboradores (2002a) demonstraram que o metal causa danos
mitocondriais com consequente queda na produgdo de ATP levando a
ativagdo de vias de apoptose e necrose em células PC12. O efeito do Mn
durante periodos criticos do desenvolvimento é um aspecto pouco
estudado da neurotoxicidade deste metal. Apesar disso alguns estudos
sugerem que o Mn poderia prejudicar a fung¢do neurologica em fases
posteriores da vida (MORENO et al., 2009a, 2009b). Tem sido proposto
que a exposi¢cdo ambiental durante periodos iniciais do desenvolvimento
neural podem aumentar a susceptibilidade do SNC para exposi¢des
adicionais ou aumentar o risco de desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas e transtornos psiquiatricos, tais como a doenca de
Parkinson e esquizofrenia (CORY-SLECHTA et al., 2005; GUILARTE
et al., 2012). Portanto, torna-se importante avaliar os efeitos do Mn em
fases iniciais do desenvolvimento do SNC bem como verificar a
possivel permanéncia de alteragdes mais tardias na vida adulta ou na
velhice.
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Estudos realizados pelo nosso grupo utilizando um modelo de
exposi¢do de ratos durante o desenvolvimento (PND 8-12) mostraram
que o Mn pode induzir a ativacdo de proteinas cinases como ERK1/2 e
AKT. Além disso, aumento de marcadores de estresse oxidativo como
isoprostanos ¢ inibi¢do de complexos da cadeia respiratoria foram
observados. No mesmo protocolo experimental, o Mn debilitou a
coordenagdo motora na 3%, 4* ¢ 5% semana de vida. O tratamento com
Trolox, um composto antioxidante derivado da vitamina E, preveniu
estas alteracdes (CORDOVA et al., 2012). No protocolo de exposi¢ao
mais longa (PND 8-27) a exposi¢do ao Mn (20 mg/kg) induziu aumento
da fosforilagdo de p3>8MAPK e AKT no PND 29. Lipoperoxidagdo e
danos motores também encontravam-se presentes. Estes efeitos foram
prevenidos pelo Trolox (CORDOVA et al., 2013). Dando continuidade
a este trabalho, avaliamos os animais na fase adulta para estabelecer se
os danos causados pelo Mn neste modelo sdo permanentes e/ou possuem
consequéncias persistentes na coordenagdo motora, memoria e resposta
antioxidante dos animais.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar as agdes neurotoxicas
do Mn durante o desenvolvimento e possiveis efeitos persistentes que
possam representar prejuizos comportamentais na fase adulta.
Investigamos a participac¢do de algumas vias de transdugfo de sinal e do
estresse oxidativo na neurotoxicidade do metal. Utilizamos o modelo de
ratos imaturos expostos ao Mn durante o desenvolvimento e avaliados
na fase adulta como um modelo de mamiferos. Utilizamos o modelo do
nematodeo C. elegans exposto ao metal na fase larval como um modelo
mais simples para a avaliacdo de vias de sinalizagdo e morfologia de
neurdnios.

2.1 Objetivos especificos:
No modelo de ratos expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg) do PND 8§
ao 12 pela via intraperitoneal:

1) Estabelecer se ha alteragdes comportamentais persistentes induzidas
pela exposicdo perinatal ao Mn. Para isso foram avaliadas as
fungdes motora, cognitiva e olfatoria na fase adulta dos animais. Os
testes comportamentais foram escolhidos para demonstrar as
consequéncias que a exposicdo perinatal ao Mn podem ter na fase
adulta;

2) Avaliar alteragdes no sistema de defesa antioxidante no hipocampo
e no estriado dos ratos no PND 14 e também no PND 70 para
estabelecer se tais alteragcdes podem ser persistentes. Para isso foi
analisada a atividade de enzimas antioxidantes (catalase, SOD, GR,
GPx) e os niveis de tiois ndo-proteicos (NPSH). Estes pardmetros
foram avaliados para estabelecer a importdncia do estresse
oxidativo gerado pelo metal na resposta antioxidante na fase adulta;

3) Avaliar pardmetros de sinaliza¢do intracelular no PND 70 no
hipocampo e no estriado que podem ser alterados pela exposi¢do ao
Mn. Para isso foi avaliada a modulagdo por fosforilagdo de MAPKs,
AKT e alvos de PKA e PKC. As alteragdes na sinalizagdo
intracelular durante o desenvolvimento podem impactar de forma
negativa o desenvolvimento do SNC;

4) Determinar no hipocampo e no estriado no PND 70 uma possivel
ativacdo astrocitaria duradoura através da deteccdo dos niveis de
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5)

GFAP. Os astrocitos sdo um importante alvo de acumulo do Mn,
podendo afetar suas func¢des neurotroficas e induzir a morte
neuronal;

Determinar a agdo do Mn sobre a enzima TH no estriado no PND
14 ¢ no PND 70. Para isso foi analisada a modulagdo por
fosforilagdo da TH, bem como seus niveis totais. Devido a acdo do
Mn sobre o sistema dopaminérgico, ¢ importante avaliar a enzima
TH, que ¢é limitante na sintese de DA.

No modelo do nematédeo C. elegans expostos ao Mn (2,5 a 100 mM)
na fase larval L1:

1)

2)

3)

Expor ao Mn os vermes selvagens (N2) e os mutantes com perda
de funcdo nos genes das proteinas que constituem a via de
sinalizagdo das MAPKs ou AKT. Avaliar sua viabilidade e
estabelecer se ha diferencas na susceptibilidade ao Mn nos
mutantes para determinar se as vias de sinalizagdo podem
participar da toxicidade do metal;

Avaliar em C. elegans selvagens e mutantes os efeitos da
exposi¢do ao Mn sobre o sistema dopaminérgico. Empregamos o
teste que avalia a resposta basal slowing, dependente da
integridade do sistema dopaminérgico. Avaliamos também a
morfologia dos neurdnios dopaminérgicos marcados com GFP.
Estes testes foram empregados para avaliar possiveis diferengas na
susceptibilidade dos neurdnios a0 Mn e se as vias de sinalizacdo
intracelular participam deste efeito;

Caracterizar a resposta antioxidante nos vermes selvagens e
mutantes para proteinas da via da AKT. Para isso foram
determinados os niveis de GSH total e os niveis relativos da
expressdo de genes alvos dos fatores de transcricdo SKN-1 (ges-1
e gst-4) e DAF-16 (sod-3) bem como a expressdo de skn-1. Desta
forma caracterizamos a participagdo do estresse oxidativo e a
participacdo da via da AKT na toxicidade do Mn em C. elegans.
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3. METODOLOGIA

3.1 Experimentos utilizando ratos Wistar
3.1.1 Reagentes

Cloreto de manganés (MnCly), nicotinamida adenina
dinucleotideo fostato (NADPH), glutationa reduzida, peréxido de ferc-
butila, 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoato (DTNB), Tween-20 e¢ o coquetel
inibidor de proteases foram adquiridos da empresa Sigma (St. Louis,
MO, EUA). Tris e f-mercaptoetanol foram obtidos da Amresco (Solon,
OH, EUA). SDS e bis-acrilamida foram da USB (Cleveland, OH, EUA).
O marcador de massa molecular para proteinas foi adquirido da New
England Biolabs (Ipswich, MA, EUA). HEPES, Triton X-100,
acrilamida ¢ as membranas de nitrocelulose (Hybond ECL) foram
obtidos da empresa GE Healthcare Life Sciences (Piscataway, NJ,
EUA). O reagente para quimiluminescéncia LumiGLO foi obtido da
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EUA). Todos os outros
reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar fornecidos pelo Biotério Central (UFSC). Os ratos foram
mantidos no biotério setorial do Departamento de Bioquimica, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, temperatura de 21£1° C, com agua e ragdo ad
libitum. Todos os procedimentos foram realizados obedecendo ao
codigo de ética de utilizacdo de animais para pesquisa, conforme
protocolo aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(Protocolo PP00772 e PP8830/2012 CEUA-UFSC).

3.1.3 Tratamento in vivo com manganés

No momento do nascimento, os filhotes foram separados em
ninhadas contendo 8 filhotes, sendo dois grupos de 4 ratos machos
irmaos. Utilizamos caneta de tinta atoxica para identificar os animais do
mesmo grupo ¢ marcacdo das orelhas para identificar cada tratamento.
Este procedimento foi realizado para reproduzir as condi¢des utilizadas
no trabalho de Cordova et al. (2012). Os animais foram tratados via
intraperitoneal (i.p.) com salina (NaCl a 0,9%; controles) ou MnCl, 5,
10 ou 20 mg/kg/dia, durante cinco dias consecutivos. Os tratamentos
foram realizados no periodo de desenvolvimento entre o 8° ¢ 12° dia
pos-natal (PND 8-12), conforme descrito por Cordova et al. (2004) e
Cordova et al. (2012). Apds os desmame (PND 21), foram mantidos 4
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animais por caixa, formando um grupo experimental composto por um
animal controle e trés tratados com o metal.

3.1.4 Testes comportamentais

Todos os testes foram conduzidos entre 8:00h da manha e 12:00h,
afim de evitar a influéncia do ciclo circadiano. Os animais foram
aclimatados na sala de comportamento por no minimo 1 h antes do
inicio dos procedimentos experimentais. Os animais foram manipulados
pelo mesmo experimentador. Uma bateria de testes comportamentais foi
realizada nos mesmos grupos de animais (n= 8-10 animais em cada
grupo), comecando com o menos estressante, a discriminagdo olfatoria
(PND 30 e PND 60), seguido de habituagdo no campo aberto (PND 61-
62), entdo reconhecimento de objeto (PND 63), reconhecimento social
(PND 64) e finalmente rotarod (PND 65), esquematizado na Figura 9.
Esta ordem foi escolhida de modo a minimizar a possivel influéncia do
teste anterior sobre os resultados (MCILWALIN et al., 2001).

A Testes comportamentais |
S

PND 30/60 PND 61-62 PND 63 PND 64 PND 65
PND 0 PND 8 PND 12

—
Discriminagdo | Campo aberto +
Habituagdo
Controle ou MnCl, EoEND 14 0070,
5, 10, 20 mg/kg/dia i.p. =97\ | Analises bioquimicas
(

Figura 9: Modelo utilizado para avaliagdo da neurotoxicidade do Mn para o
SNC em desenvolvimento. Ratos Wistar machos foram tratados com salina
0,9% (controles) ou MnCl, nas dose de 5, 10 ou 20 mg/kg via intraperitoneal
(i.p.). Os tratamentos ocorreram dos dias 8 a 12 pés-natal (PND 8-12). Os testes
comportamentais foram realizados na fase adulta. Analises bioquimicas para
pardmetros de estresse oxidativo foram realizadas em amostras de estriado e
hipocampo dissecados no PND 14 ou PND 70. Western blotting para avaliagao
de vias de sinalizagdo intracelular foi realizado no hipocampo e estriado dos
ratos no PND 14 ou PND 70.

3/?: [

3.1.4.1 Discriminacio olfatéria

Este teste foi realizado numa caixa contendo dois compartimentos
(30 cm % 30 cm x 20 c¢m) separados por uma parede com uma abertura
no centro. Em um dos compartimentos, o piso foi coberto com a
maravalha da gaiola onde o animal permaneceu durante 48 h antes do
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teste (compartimento familiar). O compartimento nao-familiar era
forrado por maravalha nova (Figura 10). O teste consiste em colocar o
animal no centro do compartimento nao-familiar e observar durante 5
min a porcentagem de tempo gasto em cada compartimento
(PREDIGER et al., 2005a). Ratos com a capacidade de discriminagdo
olfatéria intacta demonstram uma preferéncia pelo compartimento
familiar (CARR et al., 1976).

30 cm 30cm

wo 0g

e

Compartimento familiar Compartimento nao-familiar

Figura 10: Representacdo esquematica do teste de discriminagdo olfatoria.

3.1.4.2 Campo aberto

Foram avaliados os efeitos do tratamento com Mn sobre a atividade
locomotora de acordo com o desempenho dos animais no campo aberto.
O aparelho, feito de madeira coberto com férmica impermeavel tinha
um piso cinza de 100 cm x 100 cm e paredes cinzas com 40 cm de
altura. Cada rato foi colocado no centro do campo aberto e um sistema
de camara de video gravou seus movimentos por um periodo de 10 min
(Figura 11). Os videos foram analisados utilizando o programa ANY-
maze (Stoelting, IL, EUA). A distancia total percorrida (em metros) e a
velocidade média (metros/segundo), foram usadas para avaliar a
atividade locomotora dos ratos. O tempo gasto na periferia ou no centro
do campo aberto ¢ um parametro que indica ansiedade (AGUIAR JR et
al., 2009).
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Figura 11: Representagdo esquematica do teste do campo aberto.

3.1.4.3 Reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento de objeto foi conduzido no campo aberto
em trés fases distintas: habituacdo, treino e discriminagdo. A fase de
habituagdo consistiu na exploragdo do campo aberto por 1 h em dois
dias consecutivos. A sessdo de treino foi realizada 24 horas apds a
habituagdo e nesta fase dois objetos idénticos (A e B) foram colocados
em cantos opostos do campo aberto para 5 min de exploragdo livre. A
distancia entre os dois objetos foi de 60 cm e eles foram posicionados a
20 cm da parede. A exploragdo ¢ definida como dirigir o nariz a uma
distancia menor ou igual a 2 cm do objeto e/ou tocd-lo com o nariz
(ENNACEUR e DELACOUR, 1988). Em seguida, os ratos
permaneceram em sua gaiola durante 30 min antes do inicio da fase de
discriminagdo. Nesta fase, o objeto B foi substituido pelo novo objeto
(C), que tinha a forma e o tamanho semelhantes e a cor diferente. O
objeto A permaneceu o mesmo (e agora ¢ referido como A2, Figura 12).
As posigdes dos objetos permaneceram as mesmas, porém em cada
sessdo foi alternado qual seria o objeto A ou B, para assegurar que ndo
houve preferéncia por um dos lados do campo aberto ou por um dos
objetos. Os ratos foram deixados por um tempo de exploragdo de 5 min.
Foram consideradas as seguintes medidas: tempo total de exploracao (A
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+ B) na fase de teste e indice de discriminagdo (C * 100 / C + A2) na
fase de discriminagdo (PAMPLONA et al., 2009).

20 cm

20 cm

60 cm
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A B

/@ 5 min

Sessao de treino

30 min
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Sessao de teste

Figura 12: Representagdo esquematica do teste de reconhecimento de objeto.

3.1.4.4 Reconhecimento social

Este teste foi descrito por Dantzer et al. (1987). Os animais foram
isolados numa gaiola durante 1 h antes do teste, apds o que um rato
jovem (30 dias de idade, o qual também tinha sido isolado durante 1 h)
foi colocado na gaiola. O tempo gasto investigando o rato juvenil
(cheirar, tocar com o nariz ou patas, lamber, limpeza social) foi
registrado por 5 min. O animal jovem foi retirado da gaiola e apos um
intervalo de 30 min foi reintroduzido (Figura 13). Durante intervalos
inferiores a 40 minutos, os ratos machos adultos geralmente exibem
reconhecimento do juvenil, indicado por uma reducdo significativa no
tempo de investigac¢do social durante a segunda apresentagdo. O tempo
gasto em investigacdo social pelo rato adulto foi expresso para cada
animal como uma razdo da segunda exposi¢do em relagdo a primeira
(razdo de duragdo da investigagdo, RID). Uma redugdo na RID reflete
uma diminui¢do no comportamento de investigacdo durante o segundo
encontro, demonstrando a capacidade de reconhecimento do animal.
Aumento no valor da RID indica mais tempo investigando o juvenil na
segunda apresentacdo, o que pode ser interpretado como prejuizo na
memoria de reconhecimento social. Esta medida foi escolhida a fim de
minimizar variagdes do desempenho basal e para equalizar variagdes
entre os diferentes grupos testados (DANTZER et al., 1987;
PREDIGER et al., 2005b; CASTRO et al., 2012).
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Figura 13: Representacdo esquematica do teste de reconhecimento social.

3.1.4.5 Avaliagio da coordenacio motora utilizando rotarod

O rotarod foi utilizado para avaliar os efeitos do tratamento com Mn
sobre a coordenagdo motora. O aparelho rotarod (Insight Equipamentos
Cientificos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), consiste em um cilindro de
metal com 6 cm de didmetro, elevado a uma altura de 16 cm e separado
por compartimentos com largura de 9 cm. Primeiro foi realizada uma
sessdo de habituagcdo, em que cada um dos ratos permaneceu sobre o
aparelho (sem rotagdo) durante 30 s. Foram permitidas tantas tentativas
quanto necessario para atingir este critério. Em seguida, uma sessdo de
treinamento foi realizada, em que os animais tiveram 3 tentativas para
permanecer por 90 s sobre o aparelho em rotacdo (5 rpm). Somente os
animais que foram capazes de executar por 90 s durante a sessdo de
treino foram escolhidos para o teste. O teste foi realizado 30 minutos
apos o treino. Cada animal foi posicionado no aparelho em movimento e
seu tempo de laténcia para cair do cilindro foi contabilizado. A
velocidade de partida foi de 5 rpm e foi aumentada em 0,1 rotagdes por
segundo ao longo de um periodo maximo de 300 s (AGUIAR JR et al.,
2009).

3.1.5 Analise dos niveis de Fe e Mn no tecido hipocampo e no
estriado

Este experimento foi realizado no Institute of Nutritional
Sciences, University of Potsdam, Nuthetal, Alemanha. Para determinar
os niveis de Mn e Fe, as estruturas do hemisfério esquerdo de 40
animais (10 animais por grupo) foram isoladas e processadas para
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS,
do inglés inductively coupled plasma-mass spectrometry) usando o
aparelho 8800 ICP-QQQ (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Os tecidos
foram pesados e digeridos em microondas (CEM, Kamp-Lintfort,
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Germany) com 4acido cloridrico 10% e acido nitrico 10% ultrapuros
(VWR, Radnor, PA, USA). Os resultados foram comparados com
curvas-padrdo e estdo expressos como ng do metal/g de tecido
(BORNHORST et al., 2014).

3.1.6 Preparacio tecidual para as analises bioquimicas

Ap6s o final do tratamento e/ou testes comportamentais (PND
14 ou PND 70) os animais foram mortos por decapitacdo e o hipocampo
e estriado foram removidos e homogeneizados em 10 volumes de
tampao HEPES 20 mM, pH 7,4. Os homogeneizados foram
centrifugados a 16000 x g a 4°C por 20 min e o sobrenadante gerado foi
utilizado nas analises (COLLE et al., 2013). Apds a retirada de uma
aliquota para dosagem de proteinas, foram realizados ensaios para medir
os niveis de tiois ndo-proteicos (NPSH) e foi determinada a atividade
das enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase (SOD),
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Todas as
atividades enzimaticas foram medidas utilizando-se o multileitor Infinite
M 200 (Tecan®, Sui¢a) instalado no Laboratério Multiusuario de
Estudo em Biologia (LAMEB), CCB, UFSC. O conteudo de proteinas
nas amostras foi quantificado pelo método de Lowry (1951), usando
albumina de soro bovino (BSA) para a curva padrao.

3.1.7 Determinacio dos niveis de tiois ndo-proteicos (NPSH)

Os niveis de glutationa (GSH) foram medidos como tiois ndo
proteicos (NPSH) com base no protocolo desenvolvido por Ellman
(1959). Os homogeneizados obtidos do estriado e hipocampo foram
precipitados em acido tricloroacético a 10% resfriado e centrifugados a
5000 x g durante 10 min. O sobrenadante foi incubado com DTNB em
tampao fosfato 1 M, pH 7,0. A absorbancia foi medida a 412 nm. O
conteido de GSH foi calculado utilizando curvas padrdo que foram
executadas concomitantemente. Os resultados estdo expressos em nmol
GSH/mg proteina.

3.1.8 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi medida pelo método de Aebi (1974).
A reacdo foi iniciada pela adicdo de H;O,30 mM e a taxa de consumo
do H,0; foi medida a 240 nm. Os resultados foram expressos como
umol H,O,/min/mg de proteina.
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3.1.9 Atividade da superodxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada no sobrenadante dos
homogeneizados pelo método descrito por Misra e Fridowich (1972) em
480 nm. Foram adicionados 5, 10 ou 20 uL de amostra a uma solugdo
contendo epinefrina em placa de 96 pogos. A presenca de SOD inibe a
auto-oxidacdo da epinefrina. A taxa de inibi¢do foi monitorada por 180
segundos. A quantidade de SOD necessaria para produzir 50% de
inibi¢cdo foi definida como uma unidade de SOD. Os resultados foram
expressos como unidades de SOD/ mg de proteina.

3.1.10 Atividade da glutationa redutase

A atividade da GR foi determinada através do método descrito
por Carlberg ¢ Mannervik (1985). A taxa de redugdo da glutationa
oxidada (GSSG) foi determinada indiretamente através do
monitoramento do consumo (oxidacdo) do NADPH a 340 nm. A
atividade da GR foi expressa em nmol de NADPH oxidado/min/mg de
proteina. Os resultados foram baseados num coeficiente de extingdo
molar do NADPH de 6,22x10° M~ cm ™.

3.1.11 Atividade da glutationa peroxidase

A atividade da GPx foi determinada através do método de
Wendel, utilizando peroxido de terc-butila como substrato (WENDEL,
1981). A GPx catalisa a redugdo de H,O,, bem como outros peroxidos
organicos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato e
GSSG. A GSSG ¢ reduzida pela GR com o consumo de NADPH, que
foi mensurado através da leitura em espectrofotdometro em 340 nm. A
atividade da GPx foi expressa em nmol de NADPH oxidado/min/mg de
proteina. Os resultados foram baseados num coeficiente de extingdo
molar do NADPH de 6,22x10° M~ cm ™.

3.1.12 Western blotting
3.1.12.1 Preparo das amostras para eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

As amostras de hipocampo e estriado coletados no PND 14 ou
PND 70 foram solubilizadas em 400 pL tampdo de amostra (Tris 50
mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3;VO, 2
mM, Triton X-100 1%, glycerol 10%, coquetel inibidor de proteases).
Os lisados foram centrifugados (10000xg por 10 min, a 4°C) para
eliminar debris celulares. Os sobrenadantes foram diluidos 1:1 (v/v) em
Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8% e incubados por 5 minutos
a 100°C. Apos homogeneizacdo uma aliquota foi retirada para a
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dosagem de proteinas. Em seguida adicionou-se numa propor¢do de
25:100 (v/v) a solugdo de diluicdo de amostra (glicerol 40%, Tris
100mM e azul de bromofenol, pH 6,8) e P-mercaptoetanol
(concentragdo final de 8%). As proteinas totais das amostras foram
dosadas pelo método de Lowry modificado (PETERSON, 1977).

3.1.12.2 Separacio de proteinas por eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas foram isoladas através de SDS-PAGE
unidimensional. O gel de empilhamento continha 4% acrilamida e o gel
de separacdo 10% acrilamida. Para preparo dos géis foi utilizado um
sistema de eletroforese em mini-gel com espagadores de 1 mm de
espessura (miniVE Vertical Electrophoresis System™, GE Healthcare
Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA). A eletroforese foi realizada com
corrente de 15 mA por placa e voltagem maxima de 150 V durante
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente (TA), utilizando os
tampodes superior (glicina 190 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1%) e inferior
(Tris 50 mM; pH 8,3). Apoés a corrida, os géis foram submetidos a
eletrotransferéncia (CORDOVA et al., 2004).

3.1.12.3 Eletrotransferéncia

Ap6s a eletroforese o gel foi incubado com tampao de equilibrio
(Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 5% e SDS 0,1%) por 30
minutos. As proteinas foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose através de um sistema semi-dry (TE 70 SemiPhor™ Unit,
GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) utilizando tampao
de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 5%) com uma
corrente de 0,8 mA/cm® de gel durante 1 h 30 min. Por fim as
membranas foram coradas com solu¢do de Ponceau (Ponceau 0,5% em
acido acético 1%) para verificar a eficiéncia da eletrotransferéncia
(CORDOVA et al., 2004).

3.1.12.4 Imunodeteccio

As membranas de nitrocelulose foram cortadas nas posigdes
correspondentes as massas moleculares adequadas para o uso de
anticorpos especificos contra formas fosforiladas ou totais das proteinas
listadas na Tabela 1. Primeiramente as membranas foram lavadas com
solucdo salina tamponada com Tris (TBS, Tris 10 mM, NaCl 150 mM;
pH 7,5) para retirar a marcacdo com Ponceau, e a seguir foram
bloqueadas por 1 hora com leite desnatado 5% em TBS, TA. Entdo as
membranas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com TBS-T (Tween-
20 0,05%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM; pH 7,5) e incubadas com os
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anticorpos de interesse (Tabela 1) overnight a 4°C em agitagdo
constante. Apés 3 lavagens de 5 min com TBS-T incubaram-se as
membranas por 1 hora & TA com o anticorpo secundario anti-IgG de
coelho ou camundongo conjugado a peroxidase. Por fim as membranas
foram lavadas 3 vezes com TBS-T e 2 vezes com TBS, e reveladas por
quimioluminescéncia. Para a deteccdo do contetido total das MAPKs,
TH ou p-actina foi realizado stripping das membranas utilizadas
anteriormente. O stripping foi realizado com NaOH 0,2N por 5 minutos.
Apos esse procedimento as membranas foram lavadas em agua e TBS-T
(CORDOVA et al., 2004). A densitometria das bandas foi determinada
utilizando o programa Scion Image® versdo Beta 3 (Frederick, MD,
EUA) e os resultados foram expressos como porcentagem em relagdo ao
controle. Observa-se que a expressdo de fosforilagdo é dada como uma
razdo da DO da banda fosforilada pela DO da banda total, das
respectivas MAPKs e AKT. A expressdo de TH, GFAP (proteina glial
fibrilar acida) e dos substratos de PKA e PKC foi normalizada pela (-
actina. Os anticorpos para TH total e suas diferentes formas fosforiladas
foram produzidos na Universidade de Newcastle, Australia (GORDON
et al., 2009) e foram usados porque possuem maior especificidade para a
proteina de interesse do que os anticorpos disponiveis comercialmente.
Os dados foram expressos como aumento em relagdo a média dos
controles (ratos injetados apenas com NaCl 0,9%).

3.1.13 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média £+ erro
padrio da média (E.P.M.) e os graficos e analises estatisticas foram
feitos utilizando o GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, EUA). A analise estatistica dos dados de rotarod, campo
aberto, sessdo de treino do reconhecimento de objeto e reconhecimento
social foi feita por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
pelo teste post hoc de Tukey quando apropriado. Os dados da sessdo de
discriminagdo do reconhecimento de objeto foram analisados pelo teste t
ndo-pareado. Os dados da discriminagdo olfatéria foram analisados por
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey. Os dados
das analises bioquimicas foram analisados por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Tukey. N se refere ao nimero de ratos
incluido em cada analise. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05.



Tabela 1: Dados dos anticorpos utilizados para western blotting.
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Massa
Anticorpo molecular da  Fabricante (Ne Cat.) Diluicao
proteina alvo
Phospho-p44/42 MAPK Cell Signalling .
(Thr202/ Tyr204) 44-42 kDa Technology (#4370) 1:2000
Anti-Mitogen Activated
protein kinase (ERK1 & 44-42 kDa Sigma (M5670) 1:40000
ERK2)
Anti-phospho-p38 . )
(oThe" o Ty ') ~38 kDa Sigma (P1491) 1:1000
Anti-p38 MAP kinase ~38 kDa Sigma (M 0800) 1:10000
Phospho-SAPK/JNK Cell Signalling .
(Thr183/Tyri835) 46-34 kDa Technology (#9251) 1:1000
Anti-c-Jun N-Terminal . )
Kinase (JNK1, JNK2) 46-54 kDa Sigma (J4500) 1:5000
Anti-phospho PKB (Ser473) 60kDa Sigma (P4112) 1:2000
Cell Signalling )
Akt 60kDa Technology (#9272) 1:1000
Tirosina hidroxilase (TH) 60kDa Gordon et al. (2009) 1:1000
pTH Ser40 60kDa Gordon et al. (2009) 1:1000
pTH Ser31 60kDa Gordon et al. (2009) 1:500
pTHSerl9 60kDa Gordon et al. (2009) 1:2000
Cell Signalling )
GFAP 50kDa Technology (#3670) 1:1000
Cell Signalling )
PKA substrates 30 a 80kDa Technology (#9624) 1:1000
Cell Signalling )
PKC substrates 30 a 80kDa Technology (#2261) 1:1000
Santa Cruz
p-actina 43kDa Biotechnology (sc- 1:20000
47778)
Goat anti-Mouse IgG,
Peroxidase Conjugated - Millipore (AP308P) 1:2500
secondary antibody
Goat anti-Rabbit IgG,
Peroxidase Conjugated - Millipore (AP132P) 1:5000

secondary antibody
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3.2 Experimentos utilizando vermes C. elegans
3.2.1 Reagentes

Cloreto de manganés (MnCl,), colesterol, NADPH, GSH, GR,
DTNB, inibidor de proteases ¢ os primers foram adquiridos da empresa
Sigma (St. Louis, MO, EUA). Os primers TagMan utilizados para as
analises de qRT-PCR foram obtidos da Life Technologies (Carlsbad,
CA, EUA). Agar, peptona e agarose foram adquiridos da BD (Franklin
Lakes, NJ, EUA). Trizol e marcador de massa molecular para DNA
foram adquiridos da Thermo Scientific (San Jose, CA, EUA). Todos os
outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2.2 Cultura de C. elegans

Foram utilizados C. elegans da linhagem Bristol N2 (selvagens)
e mutantes BY200 [P,.;::GFP(vtls1)], que expressam a proteina verde
fluorescente (GFP) sob o controle do promotor do transportador de
dopamina. Além disso, foram utilizados os mutantes listados na Tabela
2. Os vermes foram adquiridos do Caenorhabditis Genetics Center
(CGC — University of Minnesota, Twin Cities, MN, EUA). A cepa
mutantes VC204 foi cruzada com BY200 machos para avaliagdo de
neurdnios dopaminérgicos. Todas as cepas foram checadas para a
mutacdo de interesse através de PCR nos laboratorios de origem.

Os vermes foram mantidos em condigdes padrio de cultura a
20°C, em placas de petri de plastico de 100 ou 150 mm de didmetro
contendo meio agar 8P (3 g/L NaCl; 25 g/L agar; 20 g/L peptona; 1 mM
CaCly; 5 mg/L colesterol; 1 mM MgSO,; 25 mM KPO,?) para
manutencao das culturas contendo a linhagem NA22 de Escherichia coli
(como alimento). Durante os experimentos os vermes foram mantidos
em placas contendo meio para crescimento de nematdédeos (NGM: 3 g/L
NaCl; 17 g/L agar; 2,5 g/L peptona; 1 mM CaCl,; 5 mg/L colesterol; 1
mM MgSO,; 25 mM KPO,?; 1,25mL nistatina; 50mg/L sulfato de
estreptomicina). Utilizou-se como alimento a bactéria E.coli cepa OP50
como descrito previamente (BRENNER, 1974).

As populagdes sincronizadas na fase larval L1 foram obtidas
pelo isolamento de embrides dos hermafroditas gravidos, usando
solucdo de extragdo (1% NaOCI; 0,25M NaOH). Os ovos foram
isolados dos debris celulares por um gradiente de sacarose 30%
(AVILA et al., 2012b).
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Tabela 2: Cepas mutantes de C. elegans utilizadas.

Proteina
Nome Gene  Alelo Tipo de mutagao homdélogaem  Referéncia
mamiferos
Substituicdo Kim et al.
AU3 -l a8 orda de fungdo) ASK-1 (2002)
Inser¢ido/delegio MAPK Berman et
BS3383  pmk-3  okl169 (perda de fungio) p38 al. (2001)
. Substituigdo Villanueva
VE8  jnk-lgkT herda de fungdo) INK etal. (2001)
. Paradis e
VC204  akt-2  ok393 Deleao AKT Ruvkun
(perda de funcéo) (1998)
Insergio/delecdo Hertweck et
VC345 sgk-1 ok538 (perda de funciio) SGK al. (2004)
. Paradis e
RB7S9  ake-l  oks25 d]Z ii?fii 50) AKT Ruvkun
P ¢ (1998)
Paradis e
GR1310 akt-1  mgla4 ) - AKT Ruvkun
(Superexpressao) (1998)

3.2.3 Exposicio de C. elegans ao Mn e avaliacdo da sobrevivéncia

Os tratamentos agudos com MnCl, foram realizados em
populacdes de 2500 vermes na fase L1. Os vermes foram expostos a
concentragdes de 2,5 a 100 mM MnCl, diluido em solug¢do de NaCl a
85mM por 1 hora em tubos siliconizados sob agita¢do constante a 20°C.
Os vermes foram entdo sedimentados por centrifugagdo a 7000 rpm
durante 2 min e lavados 3 vezes em NaCl 85 mM. No dia 0,
imediatamente ap6s a exposi¢do ao Mn, 40 a 60 vermes foram
colocados em placas de 60 mm de diametro contendo NGM e semeadas
com E. coli OP50. Cada condigdo foi realizada em triplicata. Os vermes
sobreviventes foram contados 48 h apds o tratamento. Os resultados
foram expressos como porcentagem em relagdo ao dia 0. A curva de
concentracdo-resposta da sobrevivéncia foi obtida por regressio ndo-
linear com um limite maximo de 100% e possibilitou o calculo da
concentracdo letal 50 (CLsp) (AU et al., 2009; BENEDETTO et al.,
2010; AVILA et al., 2012b; BORNHORST et al., 2014).

3.2.4 Analise comportamental da resposta “basal slowing”
Este teste comportamental avalia a integridade do sistema
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dopaminérgico dos vermes. O teste foi realizado 48 h apds a exposigdo
ao Mn e consiste em lavar os vermes 3 vezes com tampao S-basal (NaCl
100 mM, Smg/L colesterol, KPO,2 50 mM, pH 6,0) para retirar
qualquer residuo de bactéria. Cinco vermes foram colocados no centro
da placa de 60 mm de didmetro contendo NGM e bactéria OP50
espalhada em forma de anel. O anel possui um didmetro exterior de
aproximadamente 3,5 cm e interior de 1 cm. Outros cinco vermes foram
colocados no centro de uma placa contendo NGM sem bactéria (Figura
14). As placas foram preparadas no dia anterior e incubadas overnight a
37°C. Foram utilizadas duas placas com bactéria ¢ uma sem para cada
grupo experimental. Apos um periodo de habituacdo de 5 minutos, foi
contado o niimero de curvaturas corporais que cada verme realizava na
regido anterior de seu corpo por um periodo de 20 s para determinar sua
taxa de locomog@o. Os resultados foram expressos como a diferenga (A)
entre os numero de curvaturas corporais da placa sem bactéria pela
placa com bactéria. Ao atingir seu alimento (bactérias) o verme possui
uma resposta mecanossensorial que o faz reduzir sua locomocdo. Esta
resposta ¢ conhecida como basal slowing e ¢ dependente da sinalizagdo
dopaminérgica. As trés classes de neurdnios dopaminérgicos (CEP,
ADE e PDE) participam desta resposta, mediando o controle do sistema
motor. Um valor baixo significa maior locomogdo sobre o alimento,
indicando déficit na fun¢do dopaminérgica. A cepa mutante cat-2 foi
utilizada como controle positivo neste teste. Esta cepa ¢ deficiente para
a enzima homologa a tirosina hidroxilase (CAT-2) e possui niveis
reduzidos de dopamina (SAWIN et al., 2000; MARTINEZ-FINLEY et
al., 2013).

3.2.5 Obtencdo de vermes machos para cruzamento

BY200 [Pgu.1::GFP(vtlsI)] machos foram obtidos por choque
térmico a 30°C por 4 h. Os machos foram entdo cruzados com
hermafroditas (8 a 12 machos para 3 hermafroditas) para obtencdo de
um numero maior de machos (ANDERSON et al., 2010). De 9 a 12
vermes BY200 machos foram cruzados com 3 VC204 hermafroditas.
Foram coletados 10 vermes da geracdo F1 que expressavam GFP. Os
vermes da geracdo F2 que expressavam GFP foram isolados em placas
individuais e apds sua postura de ovos, foram analisados por PCR para a
presenca da deleg@o de interesse. A progénie do verme que expressava
tanto GFP quanto a delecdo de interesse foi selecionada para os
experimentos.
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Figura 14: Representacdo esquemadtica do teste que avalia a resposta basal
slowing.

3.2.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel
de agarose

O DNA gendmico de cada verme foi isolado utilizando o
tampdo Phusion HF Reaction e proteinase K (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA). Apo6s o congelamento em nitrogénio liquido, a
amostra foi submetida a um ciclo de 60°C por 1 h, 99°C por 15 min
(para inibir a atividade da proteinase K) e 4°C por 5 min. O DNA (1 pL)
foi incubado com Platinum PCR supermix (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) que conttm a enzima Taq polimerase, MgCl, e
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs). Os primers utilizados (0,5 pM)
foram: 5° CAGAGTGTGATAATGCTGGC 3 (senso) e 5’
CGTAACGTACTCTGTCAAAG 3’ (anti-senso) para deteccdo da
regido contendo o gene para AKT-2. Os primers foram obtidos
utilizando o programa Serial cloner 2.6 baseando-se na sequéncia
disponivel em Wormbase. A PCR foi conduzida nas seguintes condigdes
utilizando BioRad T100 Thermal cycler:
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(1) 95°C por 3 min

(2) 94°C por 30 s (abertura da fita dupla de DNA)

(3) 55°C por 30 s (anelamento dos primers aos DNA)
(4) 72°C por 1 h 30 min (alongamento e amplificacao)
(5) Repetir os passos 2-4 30 vezes

(6) Manter a 4°C

O mutante VC204 possui uma delecdo de 719 pares de bases
(bp), que pode ser detectada por PCR seguido de eletroforese em gel de
agarose. Foi utilizado gel composto por 0,8% agarose em tampao Tris-
acido acético e o regente Gel red (Biotium, Hayward, CA, EUA), um
corante para DNA que pode ser observado em transiluminador a 300
nm. O produto da PCR foi corado e submetido a eletroforese juntamente
com um marcador de massa molecular por 1 h a 90 V e o gel foi
avaliado através de um transiluminador.

3.2.7 Avaliacao da viabilidade de neurénios dopaminérgicos

A viabilidade dos neurdnios dopaminérgicos foi avaliada em C.
elegans da cepa mutante VC204 cruzados com a linhagem BY200. A
visualizacdo de marcagdo descontinua da GFP é um indicativo de
degenera¢do dos neurénios. Para a microscopia, 30 vermes foram
anestesiados com 30 uM cloridrato de levamisol e montados em laminas
contendo agarose a 4%. Os vermes foram observados 2 h apds a
exposi¢do ao Mn utilizando um microscopio de fluorescéncia (Nikon
Eclipse 80i, Nikon Corporation, Téquio, Japdo) equipado com uma
lampada Xenon LS Lambda (Sutter Instrument Company) e objetivas
Nikon Plan Fluor 20x dry e Nikon Plan Apo 60x1.3 oil (BENEDETTO
et al., 2010). Cada verme foi marcado para a auséncia (considerados
normais), ou a presenca de qualquer uma das seguintes alteragdes
morfoldgicas: formagdo de puncta ao longo dos processos dendriticos,
soma encolhido e/ou perda do soma e/ou perda dos dendritos
(considerados degenerados) conforme exemplificado na Figura 15. As
imagens ilustrativas foram feitas por microscopia de fluorescéncia
confocal (Zeiss LSM5 Live Duo Scan, Zeiss, Alemanha) e analisadas
com o programa ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem de vermes
degenerados em relagdo ao numero total de vermes analisados por grupo
(BORNHORST et al., 2014).
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Figura 15: Microscopia de fluorescéncia de C. elegans da cepa BY200 [P,
1::GFP(vtls1)] demonstrando a degenerag@o dos neurénios dopaminérgicos CEP
e ADE da cabega apods exposicdo a diferentes concentragdes de MnCl,.
Adaptado de Benedetto et al. (2010).

3.2.8 Quantificacdo dos niveis de glutationa

Cerca de 50000 vermes foram tratados com solucdo controle
(NaCl 85 mM) ou MnCl, 10 ou 50 mM na fase L1 durante 1 h. Os
vermes foram lavados com tampao M9 e sonicados em 100 pL tampao
de extracdo (1% Triton X-100, 0,6% acido sulfossalicilico, 1% inibidor
de protease, EDTA 5 mM em PBS). O homogeneizado resultante foi
centrifugado (10000 rpm, 10 min, 4°C) e o sobrenadante foi recolhido,
descartando os restos celulares e vermes intactos. A dosagem de
proteinas procedeu com o método do acido bicinconinico, utilizando
BSA como padrio (SMITH et al., 1985). Para medir os niveis de GSH
totais (oxidada e reduzida) seguiu-se o método descrito por Rahman et
al. (2006). Este método baseia-se na reacdo de grupos tidis com o
DTNB formando o anion amarelo do acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB)
que pode ser medido a 412 nm. As amostras foram incubadas na
presenca de DTNB, GR e NADPH ¢ a formagdo de TNB foi medida por
2 min. A concentracdo de GSH total foi determinada através da curva
padrao de GSH. Todas as concentra¢des foram obtidas em nM GSH/mg
de proteina.
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3.2.9 PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR)

Os acidos ribonucléicos necessarios para os estudos foram
extraidos dos nematodeos utilizando o reagente Trizol. Apos o término
da exposi¢do ao Mn, 1 mL de Trizol foi adicionado ao pellet de 40000
vermes. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
descongeladas a 37°C 3 vezes para quebra da cuticula que reveste o
verme. As amostras foram centrifugada (14000 rpm, 10 min, 4°C) e
adicionou-se 200 plL de cloroférmio para uma completa extragdo de
proteinas e outras substancias ndo desejaveis. Apds nova centrifugagao,
a fase aquosa superior foi transferida para um tubo de propileno livre de
RNAse. Os acidos nucleicos foram precipitados pela adi¢do de 500 pL
de isopropanol resfriado e 2 pL de glicogénio e o tubo foi invertido
varias vezes e incubado overnight a -20°C. Apos nova centrifugagdo o
precipitado foi lavado pela adi¢do de 300 pL de etanol 75% e entdo
ressuspendido em 25 pL. de agua pura estéril, livre de RNase (Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA). A quantifica¢do, a determinacdo da
pureza e a integridade do material foram verificadas utilizando o
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA), sendo considerado adequadas uma razdo de 260/280nm de 1,8 a
2,0 e a concentragdo de 200 ng/puL. Sintese do ¢cDNA: A sintese de
cDNA foi realizada através de uma reacdo de transcricdo reversa
utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA) composto por tampao de transcrigdo
reversa 10X, dNTPs 25X (100 mM), primers randémicos 10X,
transcripitase reversa e agua estéril livre de RNase. Aliquotas
volumétricas diferentes foram utilizadas para obtengdo de uma
quantidade padronizada de 1 pg de RNA total para cada amostra do
estudo. As amostras foram submetidas ao termociclador (BioRad,
Hercules, CA, EUA) sob as seguintes condig¢des: 25°C por 10 min, 37°C
por 120 min, 85°C por 5 min e entdo 4°C. qRT-PCR: As andlises
quantitativas da expressdo dos genes previamente selecionados foram
realizadas pelo método TagMan. Os primers/sondas pré-estabelecidos
foram obtidos da Life Technologies e estdo listados na tabela 3. O gene
afd-1 (homologo da p-actina) foi utilizado para normalizacdo. As
reagOes foram realizadas com 3 pL do cDNA de cada amostra. Além
dos acidos nucléicos, a reacdo foi composta de primers especificos (7
pL cada) e 10 uL. de TagMan Master Mix (Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA), com volume final de 20 pl. A reacdo de amplificacdo foi
realizada através de desnaturagdo inicial a 50°C por 2 min seguida de
95°C por 10 min e 40 ciclos térmicos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min.
O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado em um
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termociclador CFX96 Real-time system com o programa BioRad CFX
manager (BioRad, Hercules, CA, EUA) através da deteccdo dos niveis
de fluorescéncia do reagente TagMan. Todas as reagdes, tanto dos
genes alvo quanto do controle endogeno, foram realizadas em triplicatas
(BORNHORST et al., 2014). Os Cycle treshold (Ct) utilizados para as
analises foram a média aritmética entre as triplicatas dos genes alvo e
controles endogenos. Os valores de ACt foram obtidos pela subtragdo do
Ct dos genes alvos pelo Ct do gene constitutivo. AACt representa a
subtragdo dos valores de ACt dos grupos tratados pelo ACt do grupo
selvagem controle. A obtencdo da expressdo relativa de cada gene foi

realizada pelo método 2 AACH (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001),

Tabela 3: Primers utilizados para qRT-PCR

Gene alvo Identificagio

gst-4 Ce02458730 gl
ges-1 Ce02436726 gl
skn-1 Ce02407447 ¢l
sod-3 Ce02404515 gl
afd-1 Ce02414573 ml

3.2.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. ¢ os
graficos e analises estatisticas foram feitos utilizando o GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). As diferentes curvas
de sobrevivéncia obtidas para cada mutante foram analisados por
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey. Os resultados da
resposta basal slowing, integridade dos neurdnios dopaminérgicos, o
conteido de GSH e os dados de qRT-PCR foram analisados por
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. Os resultados foram
considerados significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Os resultados e discussdo derivados dos estudos realizados durante
o doutorado deram origem a trés manuscritos a serem enviados para
publicagdo em periddico na area de Neuroquimica:

Manuscrito 1: Developmental exposure to manganese induces
lasting motor and cognitive impairment in rats.

Manuscrito 2: Effects of developmental manganese exposure on
tyrosine hydroxylase phosphorylation in rat striatum.

Manuscrito 3: Effects of manganese exposure on the
dopaminergic system and antioxidant enzymes in Caenorhabditis
elegans with mutations in AKT/PKB signaling pathway.

4.1 Exposi¢cdo ao manganés durante o desenvolvimento induz danos
motores e cognitivos e alteracdes neuroquimicas que persistem até a
fase adulta

Apesar de ser um metal essencial, niveis elevados de Mn
podem prejudicar o desenvolvimento do SNC. Os individuos jovens
acumulam mais Mn no SNC e sdo mais suscetiveis a sua toxicidade que
os adultos. Entretanto, os mecanismos mediando a neurotoxicidade do
Mn durante o desenvolvimento ndo sdo completamente conhecidos
(DOBSON et al., 2004; ASCHNER et al., 2009). Recentemente foi
demonstrado pelo nosso grupo que a exposicdo ao Mn entre os dias pos-
natal 8 e 12 (PND 8 e 12), um periodo critico para o desenvolvimento
do SNC em mamiferos, induziu alteragdes em vias de sinalizagdo no
estriado no PND 14, bem como prejuizo motor (CORDOVA et al.,
2012). No presente trabalho, o0 mesmo modelo de exposi¢do ao Mn foi
utilizado (Figura 9) e avaliagdes comportamentais foram feitas no PND
70. As avaliagdes bioquimicas no hipocampo e estriado foram feitas no
PND 14 ¢ PND 70.

4.1.1 Dosagem dos niveis de Mn no estriado e hipocampo

No PND 70, o hipocampo ¢ o estriado dos ratos expostos ao Mn
(PND 8-12) foram coletados para analise por ICP-MS dos niveis de Mn
(Figura 16 A, B) e Fe (Figura 16 C, D). Os niveis destes metais ndo
encontravam-se alterados em relacdo aos respectivos controles. Isto
indica que a homeostase dos niveis de Mn e Fe foi reestabelecida apos o
final do tratamento com Mn, considerando que estudos anteriores com
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esse mesmo protocolo de tratamento mostravam alteragdo dos niveis
desses metais no PND 14 (CORDOVA et al., 2012).

>
w

Hipocampo Estriado
p p
— 400 —  400-
() [
H H
—
£ 3001 2 300{ —
o o
2 2
S 2004 = 2004
= =
(] (]
@ 1001 o 100
2 2
z z
0 5 10 20 0 5 10 20
MnCl, (mg/kg) MnCl, (mg/kg)
c Hipocampo D Estriado
15000~ _ 150007
] 3 o
£ -
= =]
o E o u
2 10000 2 10000
£ £
i &
¥ 5000 8 5000
8 o
[ [
2 2
2 -4
(i T 0 T
0 5 10 20 0 5 10 20
MnCl, (mg/kg) MnCl, (mg/kg)

Figura 16: Os niveis de Mn no hipocampo (A) e corpo estriado (B) e os niveis
de Fe, no hipocampo (C) e corpo estriado (D), determinados por espectrometria
de massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). MnCl, (5, 10 ou 20
mg/kg/dia, i.p.) foi administrado durante o desenvolvimento (PND 8-12) e
amostras de tecido foram coletadas no PND 70. Os dados estdo expressos como
média = E.P.M. de 10 experimentos. A analise estatistica foi feita por ANOVA
de uma via.
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4.1.2 Testes comportamentais para avaliacdo da funcio motora e
cognitiva nos ratos adultos

O bulbo olfatério é uma regido suscetivel ao acimulo de Mn
(SEN et al., 2011). A fungdo olfatdria dos ratos foi avaliada no PND 30
e PND 60 no teste de discriminagdo olfatoria. A porcentagem de tempo
gasto no compartimento familiar (Figura 17 A) foi maior em todos os
grupos [F 3, 144 = 57,66; p<0,001]. Nao houve diferengas em relagdo a
dose de Mn ou idade em que o teste foi realizado [F 3, 144 = 2.590e-
014; p>0.9]. Isso evidencia uma preferéncia pelo compartimento
familiar, o que pode ser interpretado como fung@o olfatéria normal. O
numero de cruzamentos de um compartimento para o outro (Figura 17
B) foi semelhante entre os grupos (p>0,05) excluindo a possibilidade de
alteragdes motoras que pudessem limitar o deslocamento entre os
compartimentos.

A avaliacdo dos animais no teste do campo aberto demonstrou
que a distancia total percorrida e a velocidade média durante 10 min de
teste foram estatisticamente indistinguiveis entre os animais expostos ao
Mn e os controles, indicando atividade locomotora normal (Figura 18 A
e B). O tempo gasto no centro ou periferia do campo aberto, um
pardmetro que indica ansiedade, também ndo foi significativamente
diferente no grupo tratado ou controle (Figura 18 D, E).

O teste do reconhecimento de objeto foi realizado apenas com
os grupos controle ¢ 20 mg/kg Mn. Devido ao longo periodo de
habituag@o no campo aberto (1 h por animal) apenas 16 animais foram
testados. Na sessdo de treino, dois objetos foram apresentados aos ratos.
Nao houve preferéncia por qualquer um dos objetos, com tempo
semelhante gasto para investigar cada um (Figura 19 A). Trinta minutos
depois, na sessdo de teste, os ratos expostos a dose mais elevada de Mn
(20 mg/kg) ndo conseguiram reconhecer quando um objeto familiar foi
substituido por um novo (Figura 19 B), considerando que o
comportamento esperado para ratos machos adultos ¢ de preferéncia
pelo novo objeto introduzido na sessdo de teste (PREDIGER et al.,
2005b). O indice de reconhecimento indica que os ratos tratados com
Mn gastaram uma quantidade semelhante de tempo a explorar o objeto
novo e o familiar (51,6 £ 3,3%), enquanto os animais controle
mostraram uma preferéncia pelo novo objeto e o investigaram por mais
tempo (71,5 £ 2,1%; p <0,05). O tempo de investigagdo dos ratos
controle foi em média 16 s para o objeto familiar e 42 s para o objeto
novo. Os ratos expostos ao Mn passaram 34 s investigando o objeto
familiar e 37 s investigando o novo.
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Figura 17: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a funcdo olfatéria (teste de
discriminagdo olfatoria) em ratos machos adultos jovens (PND 30) e adultos
(PND 60). Os animais controle foram injetados com NaCl 0,9%. Os dados estao
expressos como a média + E.P.M. da porcentagem de tempo gasto no
compartimento com o odor familiar ou com maravalha limpa (ndo-familiar). (B)
Numero de cruzamentos de um compartimento para o outro. *** p <0,001, ** p
<0,01, * p <0,05 em comparagdo com a porcentagem de tempo gasto no
compartimento familiar (ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey). N
= 10.
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Figura 18: Efeito da exposicdo durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a atividade locomotora (teste do
campo aberto) em ratos machos adultos (PND 61). Os animais controle foram
injetados com NaCl 0,9%. A distancia percorrida (A), a velocidade média (B) e
o nimero de cruzamentos de linhas (C), o tempo que 0s animais permaneceram
no centro (D) ou periferia (E) do campo aberto em um periodo de 10 minutos
foram registrados. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. N = 10.
A andlise estatistica foi feita por ANOVA de uma via.

Para os roedores, as informagdes de natureza olfatéria sdo
importantes para reconhecer individuos da mesma espécie e para a
capacidade de memoria social (PERIO et al., 1989). Esta capacidade foi
avaliada no teste de reconhecimento social. Os mesmo rato jovem (PND
30) foi apresentado por 5 min aos ratos controle ou tratados com Mn em
duas ocasides, separadas por um intervalo de 30 min. O comportamento
social tipico do rato residente € investigar vigorosamente o intruso
durante o primeiro encontro e, no caso da forma¢do de uma memoria de
reconhecimento social, ha reducdo da investigagdo durante o segundo
encontro. Os controles ¢ os ratos expostos a dose mais baixa de Mn
apresentaram este comportamento. Entretanto, foi observado que os
ratos expostos ao Mn (10 e 20 mg/kg) investigaram o rato jovem por um
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periodo de tempo semelhante no primeiro e no segundo encontro. Dessa
forma foi observado um valor de RID mais alto (isto €, a razdo do tempo
de investigagdo na segunda exposi¢do sobre a primeira exposi¢ao) nos
ratos tratados com 10 mg/kg de Mn (0,93 £ 0,13) e 20 mg/kg de Mn ¢
(0,97 £ 0,08), em comparagdo com o controle (0,59 + 0,06) [F3, 28 =
4,12; p <0,05] (Figura 20). Este resultado sugere uma incapacidade dos
ratos expostos ao Mn de reter a memoéria de curto prazo de
reconhecimento social.
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Figura 19: Efeito da administragdo i.p. de MnCl, (20 mg/kg) durante o
desenvolvimento (PND 8-12) sobre a memoria espacial de curto prazo (teste de
reconhecimento de objeto) em ratos machos adultos (PND 63). Os animais
controle foram injetados com NaCl 0,9%. (A) sessdo de treino, realizada no
campo aberto 24 h ap6s a habituagdo. O tempo gasto explorando dois objetos
idénticos A e B foi contabilizado durante a sessdo de 5 min. ANOVA de uma
via. (B) Sessdo de teste realizada 30 min apods o treino. Um novo objeto C
substituiu o objeto B, enquanto o objeto A permaneceu e ¢ referido como A2. A
porcentagem de tempo gasto explorando o objeto novo relacionada com o
tempo total de exploragdo foi calculada usando a formula do indice de
reconhecimento (C * 100 / C + A2). Os resultados sdo expressos como média +
E.P.M. *** p <0,001 vs o valor de 50%, o qual indica auséncia de preferéncia
(teste t ndo-pareado bicaudal). N = 8.
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Figura 20: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a memoria social dos animais (teste
de reconhecimento social) em ratos machos adultos (PND 64). Os dados estio
expressos como a média £ E.P.M. da RDI (isto ¢, a razio do tempo de
investigagdo na segunda exposicdo sobre a primeira exposi¢cdo) quando o
mesmo rato jovem foi apresentado durante 5 min com um intervalo de 30 min
entre os dois encontros. * p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Tukey). N = 8.

Para determinar o dano motor induzido por Mn, os ratos foram
avaliados no rotarod. A exposicdo ao Mn durante o desenvolvimento
causou comprometimento motor que persistiu até a fase adulta dos ratos.
Como mostrado na Figura 21, os ratos expostos a 20 mg/kg de Mn
mostraram um prejuizo significativo no desempenho no rotarod, com
uma laténcia para cair do aparelho de 13,9 + 2,5 s em comparagdo com
o controle (49,6 + 2,2 s) [F3, 27 =10,40; p <0,001].
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Figura 21: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a coordenacdo motora (teste do
rotarod) em ratos machos adultos (PND 65). Os animais controle foram
injetados com NaCl 0,9%. Os animais foram colocados em um cilindro em
rotacdo e o tempo de laténcia para a primeira queda do aparelho (em segundos)
foi registrado. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. *** P
<0,001 vs grupo de controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
N=38.

4.1.3 Avaliacio dos niveis de tiois ndo-proteicos e da atividade de
enzimas antioxidantes no hipocampo e estriado dos ratos em
diferentes idades apo6s a exposicdo ao Mn

O estresse oxidativo é uma caracteristica importante da
toxicidade do Mn (MILATOVIC et al., 2009). O estriado ¢ o hipocampo
foram coletados no PND 14 e PND 70 ap6s a exposi¢cdo ao Mn para
analise bioquimica de parametros antioxidantes. Os niveis de NPSH
podem ser interpretados como uma medida da glutationa, um importante
agente antioxidante. No estriado de ratos no PND 70 expostos a Mn 20
mg/kg, foi observado uma redugdo nos niveis de NPSH (12,46 + 1,15
nmol/mg de proteina) em relagdo ao grupo controle (19,12 + 1,17
nmol/mg de proteina, Figura 22 D) [F3, 31 = 3,672; p<0,05]. Os niveis
de NPSH ndo sofreram alteragio no PND 14 em nenhuma das
estruturas, nem no hipocampo no PND 70 (Figura 17 A-C).



79

| PND14 | | PND70

0 " [72] .

S Hippocampo S Hipocampo

L 2 L 2

= =

gc gc,

251 - - 29

Q2 - T S 9 T

cQ c Qo

'l 292,

] ]

SE SE

= =

2 2

2 T T T T g o T

S 0 5 10 20 S 0 5 10 20
MnCl, (mg/kg) MnCl, (mg/kg)

1] . 7]
Estriado o )

§ 2 o 2 Estriado

[T [

2 2

5T L 5T

?-“5 1 T I ‘9-“3 2 =

o T oo

0 = 0 =1 *

co, ca

8L 2 292,

of 25

] o

SE SE

= oS

o o

> T T L) J .2 v T

S 0 5 10 20 = 0 5 10 20
MnCl, (mg/kg) MnCl, (mg/kg)

Figura 22: Os niveis de tiois ndo proteicos (NPSH) em homogeneizados obtidos
a partir do corpo estriado ou hipocampo de ratos machos no PND 14 (A, C) ou
PND 70 (B, D) expostos ao MnCl, (5, 10, 20 mg/kg/dia, i.p.) durante o
desenvolvimento (PND 8-12). Os animais controle foram injetados com NaCl
0,9%. Os niveis de NPSH foram avaliados como uma estimativa do nivel de
glutationa (GSH), utilizando uma curva padrdo de GSH. Os dados estdo
expressos com média = E.P.M. * p <0,05 comparado com o grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey). N =10 paraPND 70 en= 38§
para PND 14.

A catalase ¢ uma enzima que detoxifica o perdxido de
hidrogénio (H,0;). Como mostrado na Figura 23 C, a atividade da
catalase no PND 14 foi significativamente mais alta no estriado do
grupo exposto a Mn 20 mg/kg (0,32 + 0,04 pmol de H,Op/min/mg de
proteina) em comparagdo com os controles (0,12 + 0,04 pmol de
H,0,/min/mg de proteina) [F3, 26 = 6,15, p <0,05]. No entanto, este
efeito sobre a catalase estriatal estava ausente na fase adulta (Figura 23
D). Em relagdo ao hipocampo foi observado aumento significativo na
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atividade da catalase no PND 70 nos tratamentos com 5 ou 20 mg/kg de
Mn (0,54 £ 0,05 ¢ 0,51 £ 0,06 umol de H,O,/min/mg de proteina,
respectivamente) em comparagdo com o controle (0,25 + 0,06 umol de
H,0,/min/mg de proteina) [F3, 31 = 5,56, p <0,05]. Na mesma
estrutura, apenas uma tendéncia para o aumento da atividade da catalase
foi observada no PND 14 (p = 0,065).

A enzima SOD ndo apresentou alteracdo da sua atividade em
nenhuma das doses de Mn ou idades testadas (Figura 24).
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Figura 23: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a atividade da catalase em
homogeneizados obtidos do hipocampo ou estriado dos ratos no PND 14 (A, C)
ou PND 70 (B, D). Os animais controle foram injetados com NaCl 0,9%. A
atividade da catalase foi medida por espectrofotometria como a taxa de
consumo de H,0,. Os resultados estdo expressos como a média £ E.P.M. de §
ou 10 experimentos. *p<0,05, **p<0,01 vs grupo controle. ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 24: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12)
ao MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD) em homogeneizados obtidos do hipocampo ou estriado dos
ratos no PND 14 (A, C) ou PND 70 (B, D). Os animais controle foram injetados
com NaCl 0,9%. A atividade de SOD foi medida através da taxa de inibig¢do da
auto-oxidag¢do da epinefrina, monitorada por 180 segundos. A quantidade de
SOD necessaria para produzir 50% de inibi¢do foi definida como uma unidade
de SOD. Os resultados foram expressos como unidades de SOD/ mg de
proteina. Os resultados estdo expressos como a média £ E.P.M. de 8 ou 10
experimentos. ANOVA de uma via.

A glutationa redutase (GR) nd@o apresentou diferencas de
atividade em qualquer das doses de Mn ou idades testadas (Figura 25).
Ja a glutationa peroxidase (GPx) apresentou um aumento de atividade
no hipocampo no PND 14 de ratos tratados com a dose mais elevada de
Mn (3,13 £ 0,11 nmol de NADPH oxidado/min/mg de proteina)
comparado ao controle (2,54 + 0,08 nmol de NADPH oxidado/min/mg
de proteina) [F3, 26 = 3,79; p <0,05] (Figura 26 A). Notavelmente, este
efeito também estava presente no PND 70 (11,25 £+ 1,29 nmol de
NADPH oxidado/min/mg de proteina vs 7,07 = 0,47 nmol de NADPH
oxidado/min/mg de proteina no controle) [F3, 34 = 3,73; p <0,05]
(Figura 26 B). No estriado nao foi observada nenhuma alteracdo na
atividade da GPx (Figura 26 C, D).
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Figura 25: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a atividade de glutationa redutase
(GR) em homogeneizados obtidos do hipocampo ou estriado dos ratos no PND
14 (A, C) ou PND 70 (B, D). Os animais controle foram injetados com NaCl
0,9%. A GR catalisa a redu¢do de GSSG a GSH utilizando NADPH como
cofator. Sua atividade foi medida como a taxa de consumo do NADPH. Os
resultados estdo expressos como a média + E.P.M. de 8 ou 10 experimentos.
ANOVA de uma via seguida.
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Figura 26: Efeito da exposi¢do durante o desenvolvimento (PND 8-12) ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) sobre a atividade de glutationa peroxidase
(GPx) em homogeneizados obtidos do hipocampo ou estriado dos ratos no PND
14 (A, C) ou PND 70 (B, D). A GPx catalisa a redugao de perdxidos organicos
utilizando GSH como um co-substrato ¢ produzindo GSSG, o qual ¢ reduzido
pela GR, consumindo NADPH. A taxa de consumo do NADPH foi medida para
estimar a atividade de GPx. Os resultados estido expressos como a média +
E.P.M. de 8 ou 10 experimentos. *p<0,05, vs grupo controle. ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Tukey.

4.1.4 Efeitos da exposicio ao Mn durante o desenvolvimento sobre
GFAP, MAPKs, AKT, PKA e PKC no estriado e hipocampo dos
ratos adultos

O hipocampo e o estriado (coletados no PND 70) foram
analisados por western blotting para o conteiddo de GFAP, um marcador
da ativag@o de astrocitos (ENG et al., 2000). Os niveis de GFAP no
hipocampo nao foram alterados pela exposi¢do ao Mn (Figura 27 A). No
estriado (Figura 27 B), um aumento significativo no conteudo de GFAP
foi observado em ratos tratados com Mn 10 mg/kg (1,10 £ 0,01 vs 1,00
+ 0,03; p<0,05) e 20 mg/kg (1,09 = 0,01 vs 1,00 + 0,03; p<0,05)
comparado ao controle [F 3, 18 = 3,84].
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Os niveis de fosforilagdo de proteinas da familia das MAPKs
(ERK1/2, p38MAPK e INK1/2/3) e AKT n@o sofreram alteragdo
significativa em nenhuma das estruturas avaliadas (blots representativos
na Figura 28). Da mesma forma, ndo foram observadas alteragdes
significativas nos niveis de substratos fosforilados de PKA ou PKC
(blots representativos na Figura 29).
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Figura 27: Expressdo de GFAP no hipocampo (A) e estriado (B) de ratos no
PND 70 expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) durante o
desenvolvimento (PND 8-12). A revelagdo dos western blottings foi feita por
quimiluminescéncia. A quantificagdo das bandas foi feita por densitometria e os
dados de expressdo de GFAP foram normalizados em relacdo a expressao de -
actina. Os dados representam o aumento em relagdo ao controle (linha
tracejada) e expressam a média +E.P.M. de 6 experimentos. *p<0,05 em relacdo
ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 28: Fosforilacdo e contetdo total de ERK1/2, p3 gMAPK INK1/2/3
e AKT no hipocampo (A) e estriado (B) de ratos no PND 70 expostos ao
MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento (PND 8-
12). A revelagdo dos western blottings foi feita por quimiluminescéncia.
A quantificagdo das bandas foi feita por densitometria e os dados foram
normalizados em relacdo a expressdo da proteina total. ANOVA ndo
revelou diferencgas significativas. N=8.
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Figura 29: Substratos fosforilados de PKA ou PKC no hipocampo (A) e
estriado (B) de ratos no PND 70 expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20
mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento (PND 8-12). A revelagdo
dos western blottings foi feita por quimiluminescéncia. A quantificacio
das bandas foi feita por densitometria e os dados foram normalizados
em relagdo a P-actina. ANOVA nido revelou diferengas significativas.
N=8.

4.1.5 Efeitos da exposicio ao Mn sobre o estado de fosforilacio e
contetdo total da tirosina hidroxilase

No estriado dos ratos no PND 14, os niveis de TH total (tTH)
normalizado em relagdo a B-actina se encontram aumentados nos ratos
expostos a 20 mg/kg MnCl, comparado ao controle (1,31 vs 0,96 vezes)
[F 3, 34 = 3,54; p<0,05]. Os niveis de fosforilacdo nos sitios Ser40,
Ser31 e Serl9 em relagdo ao conteudo total de TH (pSer40/tTH,
pSer31/tTH e pSer19/tTH) ndo foram alterados pelo tratamento com o
Mn (Figura 30).

No PND 70, os niveis de tTH normalizado em relagdo a f3-
actina se encontram reduzidos nos ratos expostos a 20 mg/kg MnCl,
comparado ao controle (0,81 vs 1,07 vezes) [F 3, 24 = 5,69; p<0,01].
Neste mesmo periodo pos-natal os niveis de pSer40/tTH e pSer19/tTH
nao foram alterados pelo tratamento com o Mn (Figura 31). Entretanto,
os niveis de pSer31/tTH se encontram aumentados nos ratos expostos a
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20 mg/kg comparado ao controle (1,48 vs 0,99 vezes, p<0,001; Figura
31C).

Como houve alteragdo nos niveis de TH total, os dados de
fosforilagdo de TH foram analisados de uma maneira alternativa,
normalizando-os em relacdo a P-actina e analisando-os por regressio
linear e correlagdo de Pearson. No PND 14, observamos uma correlacio
positiva (r=0,52; p<0,01) entre os niveis de tTH e a concentragdo de Mn
(Figura 32 A). No PND 70 a correlagdo entre tTH e a concentragdo de
Mn foi negativa (r = -0,60; p<0,001; Figura 32 B).

No PND 14 observou-se uma correlag@o positiva entre os niveis
de tTH e os niveis de pSer40 (r = 0,72; p < 0,001), pSer31 (r=0,52; p =
0,01) e pSerl9 (r = 0,63; p = 0,001) quando estes foram normalizados
em relagdo a Pf-actina (Figura 33).

No PND 70 observou-se uma correlag@o positiva entre os niveis
de tTH e os niveis de pSer40 (r = 0,44; p < 0,05) e pSerl9 (r=0,57; p =
0,01) quando estes foram normalizados em relagdo a [-actina.
Entretanto, ndo houve correlagdo significativa entre pSer31/ B-actina vs
tTH/ B-actina (Figura 34).
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Figura 30: Niveis de tirosina hidroxilase (TH) no estriado de ratos no PND 14
expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento
(PND 8-12). A revelagdo foi feita por quimiluminescéncia. A quantificacdo das
bandas foi feita por densitometria. (A) Os dados de contetido de TH foram
normalizados em relagdo ao conteudo de B-actina. Os dados de TH fosforilada
na Ser40 (pSer40) (B), pSer31 (C) e pSer19 (D) foram normalizados em relagao
a TH total. Os dados representam o aumento em relagdo ao controle e
expressam a média £ E.P.M. de 7 experimentos. **p<0,01 em relagdo ao
controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 31: Niveis de tirosina hidroxilase (TH) no estriado de ratos no PND 70
expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento
(PND 8-12). A revelagao foi feita por quimiluminescéncia. A quantificacdo das
bandas foi feita por densitometria. (A) Os dados de contetido de TH foram
normalizados em relagdo ao contedo de B-actina. Os dados de TH fosforilada
na Ser 40 (pSer40) (B), pSer31 (C) e pSerl9 (D) foram normalizados em
relagdo a TH total. Os dados representam o aumento em relagdo ao controle e
expressam a média + E.P.M. de 7 experimentos.**p<0,01, ***p<0,001 em
relagdo ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 32: O contetido de tirosina hidroxilase (TH) foi medido por western
blotting no estriado de ratos no PND 14 ou 70 expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20
mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento (PND 8-12). A correlagdo de
Pearson foi calculada entre a dose de MnCl, ¢ os niveis de TH normalizados em
relagdo aos niveis de B-actina (tTH/ B-actina) no PND 14 (A) ou PND 70 (B).
As linhas representam a regressdo linear. **p<0,01, ***p<0,001 (teste t

bicaudal).
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Figura 33: O contetido de tirosina hidroxilase (TH) foi medido por western
blotting no estriado de ratos no PND 14 expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20
mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento (PND 8-12). A correlagdo de
Pearson foi calculada entre os niveis de TH total (tTH) e os niveis de TH
fosforilada na serina 40 (pSer40) (A) pSer31 (B) ou pSer19 (C) normalizados
em relag@o aos niveis de B-actina (/B-actina). As linhas representam a regressao
linear. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (teste t bicaudal).
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Figura 34: O contetido de tirosina hidroxilase (TH) foi medido por western
blotting no estriado de ratos no PND 70 expostos ao MnCl, (5, 10 ou 20
mg/kg/dia, i.p.) durante o desenvolvimento (PND 8-12). Correlagdo de Pearson
foi calculada entre os niveis de TH total (tTH) e os niveis de TH fosforilada na
serina 40 (pSer40) (A) pSer31 (B) ou pSer19 (C) normalizados em relagao aos
niveis de f-actina (/B-actina). As linhas representam a regressdo linear.
*p<0,05, **p<0,01 (teste t bicaudal).
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4.2 Toxicidade do manganés em Caenorhabditis elegans mutantes
para proteinas das vias de sinalizacdo de MAPKs e AKT

No modelo de C. elegans, a toxicidade do Mn envolvendo o
sistema dopaminérgico e o estresse oxidativo ja foi demonstrada
(BENEDETTO et al., 2010). Néo estava claro, porém, o papel que vias
de sinalizacdo homodlogas a MAPKs e AKT de mamiferos poderiam
desempenhar no mecanismo de toxicidade do metal. Desta forma,
utilizando vermes mutantes para proteinas que compdem estas vias
avaliamos a sobrevivéncia, integridade do sistema dopaminérgico e
alteracOes na expressdo génica em resposta a exposicdo ao Mn. Estes
experimentos foram realizados durante o periodo de doutorado
sanduiche no Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY, EUA
sob orientagdo do Prof. Dr. Michael Aschner.

4.2.1 Sobrevivéncia de C. elegans selvagem ou mutantes frente a
exposicio ao Mn

A letalidade do Mn (2,5 a 100 mM MnCl, por 1 h) foi testada
em C. elegans selvagens (N2) e nos mutantes com perda de funcdo nos
genes das proteinas que constituem a via de sinalizacdo das MAPKs
nsy-1(ag3), pmk-3(0k169) ou jnk-1(gk7) ou a via da AKT akt-2(0k393),
sgk-1(0k538), akt-1(0k525) e com ganho de fungdo em akt-1(mgl44). A
partir dos valores referentes a porcentagem de vermes que sobreviveram
48 h apds a exposicdo ao Mn obtiveram-se curvas de viabilidade para
cada cepa (Figura 35). Nao observamos diferengas significativas entre a
viabilidade dos vermes N2 e as cepas mutantes para MAPKSs (Figura 35
A). Observou-se um deslocamento da curva de viabilidade para a direita
nas cepas akt-1(0k525), akt-2(0k393) e sgk-1(0k538) em relagdo a cepa
N2 [F 44, 142 = 9,05; p<0,001], indicando maior CL5(, ou resisténcia a
exposi¢cdo ao Mn (Figura 35 B).
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Figura 35: Sobrevivéncia de C. elegans apds exposi¢do ao Mn (0-100 mM) por
1 hora. Os controles foram incubados com NaCl 85 mM. O ntmero de vermes
sobreviventes foi determinado 48 h apods o tratamento. (A) Vermes selvagens
(N2) ou com perda de fung@o nos genes pmk-3 (BS3383), juk-1 (VCS8) e nsy-1
(AU3) da familia das MAPKs. (B) Vermes N2 ou com perda de func¢do nos
genes akt-1 (RB759), akt-2 (VC204) ou sgk-1 (VC345) ou ganho de fungdo de
akt-1 (GR1310). Os dados representam a porcentagem de vermes sobreviventes
em relacdo ao dia 0 e estdo expressos como média + EP.M. de 3 a 6
experimentos. A concentragdo letal 50 (CLs,) foi calculada por regressdo néo-
linear. ** p <0,01 *** p<0,001 em comparagdo com o grupo N2 (selvagem),
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey.

4.2.2 Avaliacio da integridade do sistema dopaminérgico de C.
elegans selvagem ou mutantes frente a exposicdo ao Mn

A integridade do sistema dopaminérgico foi avaliada através da
resposta basal slowing em C. elegans selvagens e mutantes 48 h apos a
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exposicdo ao Mn. As concentragdes de Mn foram escolhidas baseado
nas CLsy para cada cepa (5, 10 ou 50 mM MnCl, por 1 h). Vermes
deficientes em CAT-2, a proteina homodloga a TH em nematddeos,
foram utilizados como controle positivo, pois apresentam resposta basal
slowing deficiente. O numero de curvaturas corporais num periodo de
20 s nas placas sem bactéria foi utilizado para a avaliagdo da locomogao
dos vermes. O A entre este nimero ¢ o nimero de curvaturas corporais
sobre a bactéria caracteriza a resposta basal slowing, sendo esperado
uma diminui¢do das curvaturas corporais sobre a bactéria nos vermes
com sinalizagdo dopaminérgica normal (SAWIN et al, 2000).
Observou-se que o mutante jnk-1(gk7), tanto controles quanto expostos
a Mn 5 e 10 mM, apresenta menor nimero de curvaturas corporais na
placa sem bactéria (10,37+0,73, 9,62+0,57 e 10,14+0,80 curvaturas
corporais por 20 s, respectivamente) comparado aos vermes selvagens
(16,28+1,10, 16,25+1,45 e 14,40+1,71 curvaturas corporais por 20 s,
respectivamente) com efeito significativo da cepa [F 3, 62 = 14,84;
p<0,001] (Figura 36 A). Isto se reflete na resposta basal slowing do
mutante jnk-1(gk7) exposto a 5 ou 10 mM Mn (A=7,9+0,8 e 7,7+1,1,
respectivamente) comparado ao selvagem (A=12,7441,18) com efeito
significativo da cepa [F 3, 62 =9,35; p<0,001] (Figura 36 B).

Os vermes selvagens e os mutantes akt-1(0k525), akt-
1(mgi44), akt-2(0k393) e sgk-1(ok538) ndo apresentaram dano na
fun¢do locomotora (Figura 37 A). A resposta basal slowing foi
prejudicada nos vermes selvagens (A=7,72+0,72; p<0,05), akt-1(0k525)
(A=6,36=1,58; p<0,01), akt-1(mgi44) (A=4,98+1,27; p<0,001) e akt-
2(0k393) (A=6,12+0,83; p<0,01) expostos a concentracdo mais alta de
Mn (50 mM) comparado ao grupo controle selvagem (A=11,53+0,15)
com efeito significativo da concentracdo [F 2, 40= 9,60; p<0,001] sem
haver diferenc¢a entre as cepas (p>0,05) (Figura 37 B).
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Figura 36: A resposta basal slowing mediada pela dopamina foi avaliada nos
vermes selvagens (N2) e mutantes com perda de fungdo em nsy-1 (AU3), pmk-3
(BS3383) ou jnk-1 (VC8) expostos ao Mn por 1 h (5 ou 10 mM). Os controles
foram incubados com NaCl 85 mM. O teste foi realizado 48 h apds a exposigao
ao Mn. (A) Atividade locomotora, medida como curvaturas corporais realizadas
num intervalo de 20 s. (B) Resposta basal slowing, avaliada como a subtracdo
(A) do ntimero de curvaturas corporais fora da bactéria do nimero de curvaturas
corporais sobre a bactéria. O mutante cat-2, com deficiéncia da tirosina
hidroxilase, foi usado como controle positivo. Os dados estdo expressos como
média £ EP.M. de 3 a 5 experimentos. *p<0,05, ** p<0,01, em relagdo ao
grupo controle N2. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 37: A resposta basal slowing foi avaliada nos vermes selvagens (N2) e
mutantes com ganho de fung@o em aks-1 (GR1310) ou perda de fungdo em akt-
1 (RB759), akt-2 (VC204) ou sgk-1 (VC345) expostos ao Mn por 1 h (10 ou 50
mM). Os controles foram incubados com NaCl 85 mM. O teste foi realizado 48
h apds a exposi¢do ao Mn. (A) atividade locomotora, medida como curvaturas
corporais realizadas num intervalo de 20 s. (B) resposta basal slowing, avaliada
como a subtragdo (A) do niimero de curvaturas corporais fora da bactéria do
nimero de curvaturas corporais sobre a bactéria. O mutante cat-2, com
deficiéncia da tirosina hidroxilase, foi usado como controle positivo. Os dados
estdo expressos como média + E.P.M. de 3 a 6 experimento. *p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao grupo controle N2. ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Tukey.
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A integridade dos neuronios dopaminérgicos dos vermes
expostos ao Mn foi avaliada por microscopia de fluorescéncia utilizando
o mutante BY200, que expressa GFP sob o promotor do transportador
de dopamina DAT-1, presente em neurdnios dopaminérgicos. BY200
ndo apresenta diferenca na sensibilidade ao Mn em relagdo ao verme N2
(SETTIVARI et al., 2013), portanto foi considerado o verme selvagem
para este experimento. Este mutante foi cruzado com o mutante akt-
2(0k393) para possibilitar a avaliacdo dos neurénios dopaminérgicos na
cepa KO para akt-2. Na Figura 38 esta demonstrada a eficiéncia do
cruzamento entre BY200 e akt-2(0k393), obtendo uma cepa que
expressa GFP e o alelo KO para AKT-2. Akt-2(0k393) possui uma
delecdo de 719 pares de bases (bp), que pode ser detectada por PCR
seguido de eletroforese em gel de agarose (Figura 38A). Esta cepa foi
exposta ao Mn (5 ou 50 mM) por 1 h e apds 2 horas, os vermes foram
anestesiados e transferidos para laminas contendo agarose 4% para
observagdo em microscopio de fluorescéncia. Foi entdo quantificada a
porcentagem de vermes que apresentavam neurodegeneracao,
caracterizada por marcacdo descontinua dos dendritos, encolhimento ou
perda do soma e/ou perda de dendritos (Figura 39 A, B e C).
Degeneragdo significativa foi observada tanto nos vermes BY200
quanto KO para akz-2 somente na concentragdo mais alta de Mn (Figura
39 D). ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo da
concentracdo [F 4, 48 = 14,37; p<0,001], sem haver diferenga entre as
cepas (p>0,05).
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Figura 38: Cruzamento entre os vermes BY200 ¢ VC204. A cepa BY200, que
expressa a proteina verde fluorescente (GFP) nos neurdnios dopaminérgicos foi
cruzada com VC204, que possui uma dele¢do de 719 pares de bases (bp). A
regido do genoma que contém o gene akt-2 foi amplificada por PCR usando os
primers especificos. (A) O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose ¢ o DNA proveniente dos vermes mutantes forma uma banda em
posi¢do inferior em relagdo a banda formada pelo DNA dos vermes selvagens
N2. (B) Foram coletados 10 vermes da geragdo F1 que expressavam
fluorescéncia e os vermes da geracdo F2 que expressavam fluorescéncia foram
isolados em placas individuais e analisados por PCR para a presenca da dele¢io
de interesse. A progénie do verme de numero 5 (seta) foi selecionada para
originar a cultura que foi utilizada nos experimentos de avaliacdo dos neurdnios
dopaminérgicos.
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Figura 39: Morfologia dos CEPs e ADEs de pelos menos 20 vermes por grupo
de BY200 (selvagens) ou da cepa obtida pelo cruzamento de BY200 com
VC204 akt-2(0k393)X. Os vermes foram avaliados 2 h apos o tratamento agudo
de 1 h com MnCl, (5, 10, 25 ou 50 mM) por microscopia de fluorescéncia
(aumento de 40X). Os controles foram incubados com NaCl 85 mM. Vermes
com neurdnios saudaveis foram quantificados como normais (A). Vermes que
demonstravam qualquer uma das seguintes alteragdes em seus neurdnios
dopaminérgicos foram quantificados como contendo degeneragao: (B) puncta
(marcacdo descontinua do dendrito, setas), (C) perda ou encolhimento do corpo
celular (cabega de seta), perda de dendritos (asteriscos), exemplificados nas
imagens de microscopia confocal. (D) Os dados representam a porcentagem de
vermes com degeneracdo. Os resultados estdo expressos como média = E.P.M.
de 6 experimentos. *p<0,05, ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey.
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4.2.3 Efeito do Mn sobre o contetiddo de GSH e o contetdo relativo
de mRNA de proteinas envolvidas na resposta antioxidante em C.
elegans

Devido a importancia do estresse oxidativo para a toxicidade do
Mn em C. elegans e ao envolvimento da via de sinalizagdo tipo
insulina/IGF-1 para a resposta antioxidante no verme, testamos os niveis
de GSH total e o conteudo relativo de mRNA de skn-1, gst-4, gcs-1 ¢
sod-3 para determinar possiveis diferengas na resposta antioxidante
entre os vermes mutantes e selvagens.

A quantificagdo dos niveis de GSH revelou que os vermes
selvagens apresentam uma queda nos niveis de GSH quando expostos a
50 mM Mn por 1 h (p<0,05). Os vermes KO para akt-1 e akt-2 ndo
apresentam esta queda nos niveis de GSH, com efeito significativo da
cepa sobre este resultado [F 4, 30 = 4,05; p<0,01], sem efeito da
concentragdo ou interagdo (p>0,05; Figura 40).

Conforme descrito anteriormente, a via de sinalizagdo
PI3K/AKT antagoniza a agdo dos fatores de transcrigdo SKN-1 ¢ DAF-
16. Portanto testamos por qRT-PCR nos vermes selvagens (N2) e
mutantes os niveis relativos da expressdo do fator de transcri¢ao skn-1 e
de seus genes alvo, gst-4 e ges-1. sod-3 € alvo do fator de transcrigdo
DAF-16 e sua expressdo relativa também foi medida. Os vermes foram
expostos ao Mn (10 ou 50 mM) por 1 h e entdo o RNAm foi extraido.
Os vermes KO para akt-2 apresentaram aumento na expressao relativa
de skn-1 (Figura 40 A) com efeito significativo da concentracdo [F 2, 43
= 4,18; p<0,05] e cepa sobre este resultado [F 4, 43 = 3,15; p<0,05] e
sem interagdo (p>0,05). Os vermes KO para akt-I apresentaram
aumento na expressdo relativa de ges-/ (Figura 41 B) com efeito
significativo da concentragdo [F 2, 35 = 4,39; p<0,05] e cepa sobre este
resultado [F 4, 35 = 5,98; p<0,001] e sem interagdo (p>0,05). Nado houve
diferenca significativa na expressdo de gst-4 (p>0,05; Figura 41 C). Os
vermes KO para akt-1 apresentaram aumento na expressao relativa de
sod-3 (Figura 41 D) com efeito significativo da cepa [F 4, 40 = 19,62;
p<0,001] e ndo da concentragdo (p>0,05) sobre este resultado e sem
interagdo (p>0,05).
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Figura 40: Niveis de GSH. Os vermes N2 (selvagens) e mutantes com ganho de
fungdo em akt-1 (GR1310) ou perda de fungdo em akt-1 (RB759), akt-2
(VC204) ou sgk-1 (VC345) foram expostos ao Mn por 1 h (10 ou 50 mM). Os
controles foram incubados com NaCl 85 mM. Os vermes foram
homogeneizados ao final do tratamento para a quantificagdo de GSH utilizando
uma curva padrao (UM de GSH/mg de proteina). Os resultados estdo expressos
como porcentagem do controle da mesma cepa e média + EP.M. de 3
experimentos. *p<0,05 em relacdo ao controle N2. #p<0,05, ##p<0,01 em
relagdo ao grupo 50 mM N2. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 41: Expressao relativa de genes da resposta antioxidante. Os vermes N2
(selvagens) e mutantes com ganho de fungdo em akt-1 (GR1310) ou perda de
fungdo em akt-1 (RB759), akt-2 (VC204) ou sgk-1 (VC345) foram expostos ao
Mn por 1 h (10 ou 50 mM). Os controles foram incubados com NaCl 85 mM. O
RNA foi extraido ao final do tratamento. O conteudo do RNAm de skn-1 (A),
ges-1 (B), gst-4 (C) e sod-3 (D) em relagdo ao gene constitutivo afd-1 (B-actina)
foi normalizado ao grupo N2 controle. Os resultados estdo expressos como
média + E.P.M. de 4 experimentos. *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 em
relagdo ao grupo controle N2. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey.
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5. DISCUSSAO

O cérebro em desenvolvimento ¢ reconhecidamente mais
suscetivel aos danos causados por agentes toxicos em comparacdo com
o cérebro adulto (GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006, 2014). O
periodo de desenvolvimento do SNC de roedores do PND 7 ao 27 ¢
fundamental para a migragdo neuronal, o crescimento glial,
sinaptogénese e mielinizacdo. Logo, a exposi¢do a agentes toxicos que
podem interromper estes processos resulta em déficits neurologicos
(RICE e BARONE, 2000). Anteriormente nosso grupo demonstrou que
o protocolo de exposi¢do de ratos neonatos ao Mn utilizado no presente
trabalho resulta em acumulo de niveis elevados do metal no estriado,
hipocampo e cortex no PND 14, em todas as doses utilizadas. Além
disso, acimulo de Fe foi observado no estriado apds o tratamento com
as doses de 10 e 20 mg/kg Mn e no cortex com a dose de 20 mg/kg. A
exposicdo via i.p. foi utilizada por se assemelhar a exposi¢do ao Mn via
nutricdo parenteral (CORDOVA et al.,, 2012). Publicacdes recentes
indicam que algumas semanas apds o fim da exposi¢do ao Mn, os niveis
deste metal retornam aos valores basais em varias estruturas cerebrais
(KERN e SMITH, 2011; BALASZ et al., 2015). Consistente com estas
observagdes, o presente estudo mostra que no PND 70 os niveis de Fe e
Mn nos animais tratados encontram-se semelhantes aos controles. No
entanto, os danos bioquimicos e funcionais, causados pela exposi¢do ao
Mn durante o desenvolvimento, podem persistir até a idade adulta dos
animais.

Alteracées motoras induzidos pelo Mn

O Mn se acumula preferencialmente nas estruturas dos ganglios
basais. Os ganglios basais sdo compostos por estriado (nucleo caudado,
putamen e nucleo accumbens), globo palido (GP), nucleo subtaldmico
(STN) e substantia nigra (SN). Funcionalmente, os ganglios basais
possuem papel importante na realizagdo de processos sensorio-motores
e no aprendizado de programas motores (GROENEWEGEN, 2003).
Assim, o dano motor ¢ um sintoma cldssico da intoxica¢do por Mn
(GUILARTE, 2010). Ja havia sido demonstrado que a exposi¢do ao Mn
durante o desenvolvimento prejudica a fun¢do motora na fase jovem
(KERN et al., 2010; CORDOVA et al., 2012). Porém, ndo havia sido
determinado se os danos observados no modelo de exposic¢ao i.p. a0 Mn
no PND 8-12 sdo persistentes. Como demonstrado no presente trabalho,
a avaliagdo de ratos adultos no teste do rotarod confirma que o dano
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motor persiste na fase adulta, ou seja, 8 semanas depois da interrupcao
da exposic¢do ao Mn.

No teste do campo aberto, ndo foram observadas alteragdes em
nenhum dos parametros analisados, corroborando resultados anteriores
por Kern e Smith (2011). Estes resultados indicam que a presenga de
niveis excessivos de Mn na fase de desenvolvimento induziu danos na
coordenagdo motora e equilibrio, enquanto a locomog¢do no campo
aberto ndo foi afetada de forma persistente. Beaudin e colaboradores
(2013) enfatizaram a importancia de empregar um teste motor mais
sensivel do que o campo aberto, como ¢ o caso do rotarod. Para avaliar
diferencas sutis no controle fino da fungdo motora nos membros
anteriores de ratos, eles empregaram a escada de Montoya (MONTOYA
et al., 1991). Apos exposicdo oral ao Mn no PND 1-21, a analise
comportamental no PND 107 revelou que danos sutis na fungdo motora
ainda persistem (BEAUDIN et al., 2013).

O desempenho no rotarod estd relacionado com a integridade
dos ganglios basais. Em camundongos injetados com 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), as alteragdes da atividade motora
avaliadas no rotarod deveram-se a deplecdo da dopamina (DA) estriatal
(ROZAS et al., 1998). Neste sentido, varias observagdes indicam que as
alteragdes neuroquimicas do sistema dopaminérgico poderiam estar na
origem das disfungdes comportamentais induzidas pelo Mn. Foi
demonstrado que a exposigdo precoce ao Mn provoca um aumento a
longo prazo do niimero de receptores de DA do tipo D1 e D2 no estriado
e no cortex (KERN e SMITH, 2011; MCDOUGALL et al., 2011). Além
disso, foi relatado reducdo dos niveis de noradrenalina (NA) e
serotonina (5-HT), e aumento do metabolismo da DA no estriado de
ratos Sprague-Dawley adultos expostos ao MnCl,, os quais foram
acompanhados por disfungdo motora (BOUABID et al., 2014). A
deficiéncia motora observada no teste do rotarod indica que o aciimulo
de Mn no estriado no PND 14 pode ter interferido com o
desenvolvimento desta regido. O estresse oxidativo, as alteracdes nas
vias de sinalizagdo intracelular e a ativag@o de caspase 3 nesta regido no
PND 14 (CORDOVA et al., 2012) podem ter contribuido para o dano
motor persistente.

Os niveis de NPSH no estriado sdo reduzidos em animais
expostos ao Mn (5 e 20 mg/kg). Este parametro serve como uma medida
do contetido do tripeptideo y-glutamilcisteinilglicina, ou glutationa
(GSH). A GSH ¢ um importante agente antioxidante em células de
mamiferos e constitui 90% dos tiois ndo proteicos. Sob condi¢des
fisiologicas a GSH se encontra no estado reduzido (ANDERSON e
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MEISTER, 1983). Os niveis mais baixos de NPSH no estriado de ratos
adultos indicam que a GSH pode ser oxidada devido a presenga de
estresse  oxidativo, ou, alternativamente, a sua producdo esta
comprometida. Ndo foram observadas no estriado alteragdes em GPx e
GR, as enzimas responsaveis pela conversdo entre o estado reduzido e
oxidado de GSH. E possivel que os niveis destas e outras enzimas
antioxidantes ou os fatores de transcrigdo que ativam a sua produ¢do
possam ser afetados pelo Mn. Portanto, ndo pode ser determinado se a
redu¢do nos niveis de NPSH ¢é devido ao consumo de GSH na
detoxificacdo de espécies reativas ou se deve a alteracdo dos niveis de
enzimas que mantém o equilibrio dos niveis de GSH. Foi observado um
aumento dos niveis de isoprostanos no PND 14 no estriado de animais
expostos a0 Mn nas mesmas condi¢des aqui empregadas (CORDOVA
et al., 2012). Além disso, nossos resultados mostraram aumento da
atividade de catalase no estriado no PND 14, o qual néo persistiu até o
PND 70. Assim, o dano oxidativo parece ocorrer no corpo estriado em
fase precoce, mas ndo esta claro se ele persiste. Entretanto, deve ser
salientado que o estresse oxidativo pode estar relacionado com o dano
motor, uma vez que o co-tratamento com Mn e o antioxidante Trolox
previne o prejuizo motor observado no rotarod (CORDOVA et al.,
2012; CORDOVA et al., 2013).

A expressdo de GFAP encontra-se aumentada no corpo estriado
dos ratos no PND 70. Embora sutil, este aumento foi estatisticamente
significativo. O aumento no conteiido de GFAP em animais expostos ao
Mn pode refletir ativagdo astrocitaria (ENG et al., 2000). Uma ativagdo
astrocitaria cronica foi relatada anteriormente, apds a exposi¢do oral ao
Mn durante o desenvolvimento (KERN e SMITH, 2011). Varias
doencas neurodegenerativas sdo acompanhados por astrogliose. Os
astrocitos sdo afetados precocemente no manganismo, com mudangas na
expressdo de GFAP precedendo a morte neuronal (HENRIKSSON e
TJALVE, 2000). Uma vez que os astrocitos sdo essenciais para a
manutencdo da atividade neuronal, perturbagdes da sua fungdo podem
contribuir para a lesdo neuronal no manganismo (GONZALEZ et al.,
2008). Da mesma forma, células microgliais também sdo afetadas pelo
Mn com o aumento da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias
(FILIPOV e DODD, 2012), podendo ativar os astrocitos a liberar
mediadores inflamatorios, como a prostaglandina E2 e 6xido nitrico
(CHEN et al., 2006).
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Alteracées cognitivas induzidas pelo Mn

O Mn também pode causar danos a outras estruturas além dos
ganglios basais, tais como o hipocampo e o cortex cerebral, o que ¢é
consistente com sintomas ndo motores (GUILARTE et al., 2008b;
ASCHNER et al., 2009; GUILARTE, 2013). Além disso, nosso trabalho
anterior mostrou elevados niveis de Mn no hipocampo e no cortex
cerebral de ratos expostos ao Mn no PND 8 ao 12 (CORDOVA et al.,
2012). Ainda, em primatas ndo-humanos foram descritas alteragdes
neuropatologicas no cortex frontal como uma consequéncia da
exposicdo ao Mn (VERINA et al., 2013). Observa-se também prejuizo
cognitivo em criangas que consumiram agua contaminada com altos
niveis de Mn (WASSERMAN et al., 2006). Dessa forma, considerando
a possivel susceptibilidade do cortex cerebral e do hipocampo ao Mn,
investigamos  possiveis danos cognitivos nos ratos expostos
precocemente (PND 8-12) ao Mn. O teste do reconhecimento de objeto,
que avalia principalmente a memoria dependente do cortex pré-frontal e
hipocampo (PAMPLONA et al., 2009), revelou que os animais expostos
a concentracdo mais elevada (20 mg/kg Mn) ndo foram capazes de
reconhecer a presenca de um objeto familiar, quando o segundo objeto
foi substituido por um novo. Isso sugere que a exposi¢do precoce ao Mn
causou prejuizo cognitivo que persiste na fase adulta.

O bulbo olfatério é uma regido suscetivel ao acimulo de Mn
(SEN et al., 2011) e a mudangas morfologicas induzidas pelo metal
(COLIN-BARENQUE et al., 2011). Além disso, a deficiéncia da fung¢do
olfatéria tem sido descrita como um sintoma precoce de doenga de
Parkinson, bem como de outras patologias neurodegenerativas (DOTY,
2008). Portanto, considerando todos esses aspectos foi avaliada a funcao
olfatoria dos ratos expostos ao Mn em fase precoce do desenvolvimento.
Os resultados do teste de discriminagdo olfatéria ndo demonstraram
alteracdo da preferéncia pelo compartimento familiar nos ratos tratados
com Mn comparado aos controles. Normalmente os ratos possuem
preferéncia pelo compartimento que tem seu odor familiar, e
tratamentos que prejudicam a fung¢do olfatéria como a rotenona, por
exemplo, provocam perda dessa preferéncia, possivelmente devido a
diminuicdo dos niveis de DA no bulbo olfatério e estriado
(RODRIGUES et al., 2014).

Embora a discriminagdo olfatoria estivesse intacta, a capacidade
de reconhecimento social foi comprometida em ratos tratados com as
doses mais elevadas de Mn. Este resultado sugere comprometimento da
memoria de curto prazo, uma vez que a disfuncdo olfatdria ndo parece
ser responsavel pelo reconhecimento social prejudicado. A capacidade
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de memoria social exige pistas olfativas e pode ser facilitada por varios
agentes farmacologicos que melhoram a cogni¢do (PERIO et al., 1989).
O uso de cafeina ou um antagonista especifico do receptor de adenosina
A2A revelou que as alteragdes funcionais na neurotransmissao
adenosinérgica facilitam a memoria social em ratos idosos (PREDIGER
et al., 2005a). Por outro lado, a deplecdo de NA induzida por infusdes
de 6-hidroxidopamina no bulbo olfatorio de ratos ndo causou alteragdo
no reconhecimento social (DLUZEN et al., 1998). O mecanismo
responsavel pelo declinio no reconhecimento social em modelos de
exposicdo ao Mn ainda necessita ser completamente elucidado. No
entanto, as observagdes do teste de reconhecimento social corroboram o
comprometimento cognitivo induzido pelo Mn.

Ambas as enzimas catalase e GPx participam na detoxificacao
de H,0O; e as atividades de ambas foram aumentadas no hipocampo de
ratos tratados com a concentracdo mais elevada de Mn. A atividade da
catalase se encontrava aumentada também no hipocampo dos ratos que
foram tratados com 5 mg/kg Mn, porém ndo 10 mg/kg. Assim, o Mn
parece agir de forma dose-independente neste pardmetro. A SOD
também foi avaliada e n3o foram observadas alteracdes. O estresse
oxidativo esta implicado no mecanismo de neurotoxicidade do Mn
(MILATOVIC et al., 2009; STEPHENSON et al., 2013) e foi relatado
que o Mn induz a produgdo de H,O, in vitro (POSSER et al., 2009) ¢ a
producdo do radical hidroxil in vivo (BALASZ et al., 2015). Em ratos
adultos, a exposi¢do cronica ao Mn resultou no aumento da atividade da
SOD e da catalase no hipocampo (MARTINS et al., 2012). Em ratos
expostos na fase perinatal e avaliados na fase adulta, a atividade da GPx
se encontrava aumentada no hipocampo (BALASZ et al, 2015).
Portanto, demonstramos que a exposi¢do perinatal ao Mn induz
alteracOes na atividade de enzimas antioxidantes, que podem estar
relacionadas com estresse oxidativo no hipocampo. Os efeitos de niveis
excessivos de Mn nesta regido tém consequéncias para o sistema de
defesa antioxidante dos ratos que persistem na fase adulta (PND 70).
Apesar da relevancia dos nossos achados ndo foi determinado, no
presente estudo, se as alteragdes dos sistemas antioxidantes no
hipocampo estdo correlacionadas com os déficits cognitivos observados.
Portanto, estudos futuros (utilizando antioxidantes, por exemplo) serdo
necessarios para elucidar essa possivel correlagao.
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Alteracdes no estado de fosforilacio de TH induzidas pelo
Mn

A atividade da TH pode ser regulada agudamente pela
fosforilagdo em diferentes residuos de serina, principalmente
fosforilacdo na Ser40 (pSer40), pSer31 e pSerl9. A regulacdo cronica
da atividade de TH se da pelo aumento da sintese da enzima (KUMER e
VRANA, 1996). As alteragdes na atividade de TH estdo relacionadas
com variagdes nos niveis de catecolaminas, sendo o aumento da
atividade da enzima fundamental para restaurar os niveis destes
neurotransmissores nas células catecolaminérgicas apds a sua liberagdo
(DUNKLEY et al., 2004).

O aumento na expressdo da forma total de TH (tTH) no estriado
no PND 14 pode significar uma resposta inicial ao estresse induzido
pelos elevados niveis de Mn. O tecido estriatal foi coletado 48 h apds o
término da exposicdo ao Mn, quando os niveis do metal ainda se
encontram elevados nesta estrutura, segundo Cordova et al. (2012).
Portanto este efeito sobre TH caracteriza a regulagdo cronica da sua
atividade. Um efeito semelhante sobre TH foi observado na glandula
adrenal de ratos imaturos expostos ao lipopolissacarideo (LPS), 48 h
apos a exposicdo. No mesmo trabalho, foi observado também elevagéo
da fosforilacdo na Ser40 e Ser31 24 h apds a exposi¢do ao LPS, com
aumento da atividade enzimatica, sem alteracdes nos niveis de TH (no
tempo de 24 h), evidenciado a fase sustentada de fosforilacdo de TH in
vivo (ONG et al., 2012). Desta forma, a elevacdo nos niveis de TH
induzida pela exposi¢do ao Mn pode representar um mecanismo para
aumentar a sintese de catecolaminas e manter os niveis estaveis destes
neurotransmissores.

No manganismo, diferentemente da doenca de Parkinson, a
producdo de DA ndo ¢ afetada, e sim a capacidade dos terminais
sinapticos de liberd-la por um mecanismo desconhecido, mas
possivelmente pela interacdo com proteinas pré-sindpticas envolvidas na
liberagdo de neurotransmissores. Por isso a levodopa ndo ¢é eficiente
para tratar os sintomas do manganismo (GUILARTE et al., 2008a). Ja
no modelo de ratos expostos ao Mn por via oral durante o
desenvolvimento (PND 1-21), o transportador de DA (DAT) teve seus
niveis reduzidos, bem como o efluxo de [3H]DA no estriado e no nucleo
accumbens no PND 90, indicando que o Mn afeta a transmissdo
dopaminérgica nigro-estriatal e consistente com o presente trabalho,
esses efeitos sdo persistentes (MCDOUGALL et al., 2008).

O efeito do Mn sobre o estado de fosforilagdio de TH foi
estudado anteriormente em modelos in vitro. Em cultura de células



111

PC12 a exposicdo ao Mn estimulou a fosforilagdo sobre Ser40 e a
atividade de TH, sendo este efeito aparentemente, independente do
estresse oxidativo ou mesmo da ativagdo de PKA ou PKC, como
demonstrado pelo uso de compostos antioxidantes e inibidores seletivos
das cinases, respectivamente. Porém, foi observado que esse efeito do
Mn sobre o aumento da fosforilagdo de TH em células PC12 foi
dependente do periodo de exposi¢do e da concentragio de metal
aplicado (POSSER et al., 2009). Em fatias do corpo estriado de ratos no
PND 14 expostas ao Mn (10-1000 uM) durante curtos periodos (3-6 h),
ndo foi observada fosforilagio na Ser40 de TH nem alteragdes nos
niveis da enzima (PERES et al., 2013). Por fim foi demonstrado em
células dopaminérgicas da linhagem N27 que o Mn em baixas
concentrac¢des induz inibi¢ao da atividade de TH de maneira dependente
da PKCd e PP2A, mas sem alteragdo significativa da fosforilagao de TH
sobre o sitio Ser40 (ZHANG et al., 2011). Dessa forma, a modulagdo de
TH pelo Mn parece bem complexa e necessita de mais estudos para
elucidar os mecanismos envolvidos.

A reducdo nos niveis de TH observada no PND 70 no grupo
Mn 20 mg/kg pode ser um indicativo de perda de neurdnios
dopaminérgicos no estriado. Ja foi demonstrado anteriormente no
modelo de zebrafish exposto ao Mn uma diminui¢do da imunomarcagio
para TH nos neurdnios catecolaminérgicos e alteragcdes motoras, as
quais  foram  revertidas pela  suplementacdo com DA
(BAKTHAVATSALAM et al., 2014). Nossos resultados demonstraram
que a fosforilagdo dos sitios Ser40 e Serl9 no estriado dos animais no
PND 70 acompanharam os niveis de TH, com uma correlagdo positiva.
A fosforilagdo de Ser31 se manteve elevada, apesar da diminuicdo dos
niveis de TH, esse resultado sugere uma resposta de compensagao, para
aumentar a sintese de DA, tendo em vista que a fosforilagdo de Ser31
poderia conduzir a um aumento de até 2 vezes na atividade de TH,
segundo alguns estudos (HAYCOCK, 1990; HAYCOCK, 1993;
DUNKLEY et al., 2004). Entretanto um ponto que nao fica claro é que a
atividade de MAPKs, AKT, PKA ou PKC nao foi alterada no PND 70.
A ERK1/2 foi a tinica cinase identificada que fosforila a Ser31 de TH.
Por outro lado, PP2A ¢ a fosfatase que age sobre a Ser31 e sua atividade
também pode influenciar o nivel de fosforilagdo de TH (DUNKLEY et
al., 2004). Dessa forma, considerando as agdes do Mn e essa intrincada
rede de sinalizacdo, seria interessante dosar os niveis de DA no estriado
bem como medir a atividade de TH para esclarecer as consequéncias
funcionais das altera¢des observadas neste estudo.
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Vias de sinalizacio que podem participar da toxicidade do
Mn em C. elegans

O modelo de C. elegans vem sendo bastante utilizado em
pesquisas toxicoldgicas ndo s6 pelas vantagens praticas que oferece,
como também pela conservagdo das vias de resposta ao estresse e
disponibilidade de diversos mutantes. Os testes comportamentais e as
avaliagdes bioquimicas possiveis de se fazer nos vermes tém
contribuido para a elucidacdo dos mecanismos de agdo de diversos
farmacos e xenobioticos, como por exemplo reserpina (RECKZIEGEL
et al, 2015), pesticidas (CAITO et al, 2013), metilmercirio
(MARTINEZ-FINLEY et al., 2013), manganés (BENEDETTO et al.,
2010; SETTIVARI et al., 2013; BORNHORST et al., 2014), cadmio
(WANG et al., 2008; HALL et al., 2012), organocalcogénios (AVILA et
al.,, 2012b; WOLLENHAUPT et al., 2014), entre outros. No presente
estudo, exploramos o uso de vermes mutantes para proteinas das vias de
sinalizagdo MAPKs e AKT buscando um melhor entendimento do papel
destas vias para a toxicidade do Mn. Os vermes foram tratados no
estdgio larval L1, o primeiro estdgio do desenvolvimento poOs-
embriondrio e um periodo de neurogénese (ALTUN e HALL, 2011).
Observamos que a via de sinalizagdo semelhante a insulina/IGF-1 (ILS),
da qual AKT faz parte, que conhecidamente antagoniza a acdo dos
fatores de transcrigio DAF-16 e SKN-1, possui também um papel na
toxicidade induzida por Mn em C. elegans.

O fator de transcricdo de C. elegans SKN-1 ¢é distantemente
relacionado as proteinas Nrf de mamiferos e induz a transcricdo de
genes da resposta ao estresse oxidativo. Nesse sentido tem sido
reconhecido que em resposta ao estresse oxidativo ocorre a translocagio
de SKN-1 para o nacleo das células intestinais. Nesse local SKN-1 ativa
a transcri¢do de y-glutamil cisteina sintetase de cadeia pesada [GCS(h)],
glutationa sintetase e quatro isoformas de glutationa S-transferase (GST)
(AN ¢ BLACKWELL, 2003). A sinalizagio dependente de p38™“™
(PMK 1-3 em C. elegans) é importante para a ativagdo de SKN-1. SKN-
1 ¢ fosforilado por PMK-1 nas Ser74 e Ser340 e entdo pode ser
translocado para o nticleo (AN et al., 2005). No teste de viabilidade e no
teste comportamental basal slowing, ndo observamos diferengas entre os
mutantes KO para pmk-3 e os vermes N2 (selvagens). Isso ndo exclui o
papel de p38™*"™ na resposta ao estresse oxidativo induzido pelo Mn
neste modelo, pois 0 C. elegans possui 3 ortdlogos para p38MAPK. No
presente estudo foi selecionado o mutante pmk-3(0ki169) para os
experimentos porque a isoforma PMK-3 é mais ricamente expressa nas
células intestinais (BERMAN et al., 2001), onde ha maior acumulo de
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Mn nos vermes (BRINKHAUS et al., 2014). Dessa forma, deve ser
considerada a possibilidade de que o mutante deficiente apenas em
PMK-3 poderia ter uma compensag¢do na expressdo das outras duas
isoformas. O mutante nsy-/(ag3) é deficiente na expressdo de uma
MAPKKK denominada NSY-1, a qual age sobre SEK-1 (classificada
como uma MAPKK). SEK-1 por sua vez age ativando as isoformas de
PMK. O mutante nsy-/ também n@o mostrou diferencas na viabilidade
ou resposta basal slowing em relagdo aos selvagens. Isto sugere a
participacdo de outra MAPKKK na sinalizagdo que ativa PMK/p3 gMAPK
através de SEK-1. SEK-1 por sua vez demonstrou ser essencial para a
ativacdo de PMK-1 em resposta ao estresse oxidativo induzido por
arsenito, peroxido de terc-butila e paraquat (INOUE et al., 2005),
enquanto NSY-1 possui papel essencial na resposta imune (KIM et al.,
2002). O emprego de outros mutantes para as isoformas de PMK e
também da MAPKK SEK-1 sera importante para esclarecer o papel de
p38M4"% na toxicidade do Mn em C. elegans.

O mutante jnk-1(gk-7) possui defeito locomotor e prejuizo
mecanossensorial (VILLANUEVA et al,, 2001). Por esta razdo
apresentou um numero menor de curvaturas corporais no teste basal
slowing e este efeito pode ter sido exarcebado pela presenga de Mn nas
concentracdos de 5 ¢ 10 mM. Além disso, ja foi demonstrado que este
mutante apresenta hipersensibilidade ao cddmio e ao cobre
(VILLANUEVA et al., 2001), porém o silenciamento de junk-I por
RNAI protegeu contra a morte de neurénios dopaminérgicos induzida
pelo Mn (SETTIVARI et al, 2013). Contrastante com nossas
observagdes, Settivari e colaboradores (2009) relatam que a viabilidade
dos neurénios dopaminérgicos em C. elegans expostos ao Mn ¢
dependente de SKN-1 e GST-1 e que JNK-1 participa da via de
apoptose nos neurénios dopaminérgicos. Porém os autores ndo
avaliaram a viabilidade dos vermes expostos ao Mn, apenas dos seus
neurdnios dopaminérgicos. Como ndo observamos diferencas entre jnk-
I(gk7) e N2 no teste de viabilidade, mais experimentos serdo
necessarios para identificar quais via de sinalizagdo fazem parte da
neurodegeneracdo dopaminérgica ¢ da sobrevivéncia em resposta a
exposi¢do ao Mn no modelo de C. elegans.

Neste estudo usamos os mutantes akt-1(0k525), akt-1(mgl44),
akt-2(0k393) e sgk-1(0k538). Com o ensaio de viabilidade foi revelado
que os vermes com deficiéncia na expressao de AKT-1, AKT-2 e SGK-
1 possuem maior resisténcia ao Mn em relagdo ao grupo selvagem. Isto
indica que as proteinas que fazem parte da via de sinalizagdo tipo
insulina sdo importantes no mecanismo de toxicidade do Mn nos
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vermes. Em C. elegans, a via de sinalizagdo composta por DAF-2 (o
unico receptor semelhante ao IGF-1 de mamiferos), participa das
respostas antioxidantes e ¢ bastante estudada pelo seu papel na
longevidade (KIMURA et al., 1997). Esta via responde a sinalizagdo por
peptideos semelhantes a insulina e ativa alvos incluindo AKT-1, AKT-2
e SGK-1 através de AGE-1 (homologo da PI3K) e PDK-1. Esta via de
sinalizagdo tem como alvos os fatores de transcricdo SKN-1 ¢ DAF-16,
que sdo fosforilados por AKT 1/2 e SGK-1 em varios sitios (TULLET et
al., 2008). DAF-16 ativa a transcricdo de sod-3, entre outros genes da
resposta antioxidante. A enzima SOD-3 é homologa a Mn-SOD de
mamiferos e localiza-se na mitocondria (OGG et al., 1997; HONDA ¢
HONDA, 1999). A sinalizagdo via insulina nos mamiferos pode
contribuir com a geragdo de estresse oxidativo pelo seu papel na
regulagdo do transporte de glicose e geracdo de ATP na cadeia
transportadora de elétrons. A via de sinalizagdo tipo insulina em C.
elegans antagoniza a agdo de DAF-16 (OGG et al., 1997; PARADIS ¢
RUVKUN, 1998) e posteriormente foi demonstrado que antagoniza
também SKN-1 (TULLET et al., 2008), pois quando fosforilados nos
sitios especificos os fatores de transcri¢do permanecem no citoplasma.
A vantagem bioldgica de antagonizar esses fatores de transcrigdo parece
ser manter um estado redox 6timo para o funcionamento de certas vias
de sinalizac@o intracelular (TULLET et al., 2008).

Apesar dos mutantes akt-2 apresentarem maior resisténcia ao
Mn na curva de viabilidade, a neurodegeneragdo dopaminérgica nestes
vermes foi semelhante aos selvagens, conforme os testes basal slowing
e a andalise dos neurdnios dopaminérgicos expressando GFP. Os
mutantes akt-/ também apresentaram perfil semelhante na resposta
basal slowing. O C. elegans é capaz de sobreviver até mesmo com a sua
fun¢do neuronal severamente (mas ndo totalmente) comprometida
(RAND e NONET, 1997). Isto indica que o mecanismo que leva a
morte de neurdnios dopaminérgicos induzida por Mn ndo envolve a via
de sinalizagdo de AKT. AKT-1 e AKT-2 sdo expressas na maioria dos
neurdnios da regido da cabega, faringe, hipoderme e intestino e AKT-1
parece ser mais abundante que AKT-2 (PARADIS e RUVKUN, 1998).
A maior resisténcia dos vermes pode ser devida a resposta antioxidante
presente no intestino, garantindo a sobrevivéncia do verme, mas sem
proteger os neurdnios dopaminérgicos, onde o Mn pode se acumular
através dos transportadores SMF (homoélogos ao DMT-1) e gerar
estresse oxidativo pela interagdo com a DA, conforme descrito
anteriormente por Benedetto e colaboradores (2010). Ja foi descrito
anteriormente que o Mn induz aumento de expressio de AKT, com
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redugdo dos niveis de SOD-3 e DAF-16 em C. elegans (AVILA et al.,
2012a). Além disso, o composto antioxidante dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinil fosfonato (DPTVP) protege contra o estresse oxidativo causado
pelo Mn por um mecanismo que envolve a transloca¢do de DAF-16 para
o niicleo (AVILA et al., 2012b). Um efeito semelhante foi obtido com o
composto seleno-xilofuranosideo e o seu andlogo de telurio, com
incremento dos niveis de SOD-3 em C. elegans e reducdo dos efeitos
toxicos do Mn nos vermes (WOLLENHAUPT et al., 2014). Portanto, a
auséncia de AKT-1 ou AKT-2 pode aliviar a inibi¢gdo de DAF-16 e com
isso aumentar a resisténcia dos vermes ao Mn.

Os mutantes sgk-/ expostos a 10 ¢ 50 mM Mn nio
apresentaram dano na resposta basal slowing. A enzima SGK-1 atua
paralelamente a AKT1/2 porém seu papel se distingue das outras duas
cinases. A SGK-1 estd envolvida no desenvolvimento pds-embrionario,
na resisténcia ao estresse e na longevidade de maneira mais critica do
que AKT1/2 (HERTWECK et al., 2004; GATSI et al., 2014). Portanto,
futuros experimentos devem se dirigir a investigar a viabilidade dos
neurdnios dopaminérgicos na cepa mutante sgk-/ para confirmar se
realmente permanecem saudaveis apos a exposi¢do ao Mn e esclarecer o
papel de SGK-1 neste efeito.

Para verificar o perfil de resposta antioxidante nos vermes N2 e
mutantes, determinamos por qRT-PCR os niveis relativos da expressao
do gene que codifica o fator de transcri¢do skn-1 e de seus genes alvo,
gst-4 e ges-1. Como alvo do fator de transcrigdo DAF-16, a expressdo
relativa de sod-3 também foi medida. A expressdo do gene skn-I se
encontra elevada nos vermes deficientes em akz-2 expostos a 50 mM
Mn. Efeito semelhante foi observado apos a exposicdo ao arsenito,
aumentando o conteido de SKN-1 (INOUE et al., 2005) e além disso, a
superexpressdo de SKN-1 tem efeito protetor nos vermes expostos ao
Mn (BENEDETTO et al., 2010). Por outro lado, os niveis dos genes
alvos de SKN-1 ndo foram alterados significativamente no mutante akz-
2. A maior resisténcia observada neste mutante pode ser devida a outro
tipo de resposta que ndo envolva gcs-1, gst-4 e sod-3. Mesmo com uma
producdo aumentada de SKN-1 e na auséncia de sinaliza¢do por AKT-2,
ndo podemos comprovar que o fator de transcri¢do tenha de fato maior
translocagdo para o nucleo, pois existem também mecanismos de
exportacdo deste fator de transcrigdo para fora do nucleo e além disso, a
auséncia de AKT-2 pode ser compensada por AKT-1 e SGK-1, que
atuam paralelamente (PARADIS ¢ RUVKUN, 1998; HERTWECK et
al., 2004; GATSI et al., 2014). Para esclarecer se ha maior translocagao
de SKN-1 ¢ DAF-16 para o nucleo nos mutantes akt-1, akt-2 e sgk-1,
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seria necessario cruza-los com mutantes que contenham GFP ligada a
estes fatores de transcri¢do, possibilitando a visualizagdo do local e
intensidade destas proteinas por microscopia de fluorescéncia. Os
vermes N2 ndo apresentaram diferenca na expressio de skn-I em
nenhuma das concentragdes de Mn testadas, corroborando dados
publicados previamente (BORNHORST et al., 2014).

Gces-1 codifica uma enzima limitante para a sintese de GSH,
tendo sua producdo aumentada em condigdes de estresse oxidativo (AN
e BLACKWELL, 2003). Nao observamos aumento de sua expressdo
nos vermes N2 expostos ao Mn. Isso pode ocorrer porque o RNA foi
extraido logo apos o tratamento com o Mn e esta resposta pode levar
mais tempo para ser ativada. Observamos, no entanto, uma queda dos
niveis de GSH totais nos vermes N2 expostos a 50 mM Mn, sugerindo
presenca de estresse oxidativo e consumo de GSH na detoxificagdo de
ROS. Os vermes KO para akz-1, por outro lado apesentaram conteudo
mais elevado de gcs-1 quando expostos a concentragdo de 50 mM Mn.
Neste mutante, o fator SKN-1 pode ter sua atividade aumentada em
relacdo ao selvagem, gerando desta forma um fenétipo de resisténcia ao
estresse oxidativo e isso pode levar & maior resisténcia deste mutante
frente a exposicdo ao Mn. Mesmo com aumento da expressdo de ges-1,
ndo observamos maiores niveis de GSH nos mutantes akz-1. Isso pode
ser explicado pelo fato de que a extracdo de RNA e o preparo dos
homogeneizados para medir GSH foram feitos imediatamente apds o
final do tratamento de 1 h com o Mn. A sintese de GSH poderia estar
aumentada algum tempo depois da produgdo da enzima GCS-1.

Os vermes mutantes para daf-2 possuem maiores niveis de
mRNA de sod-3 comparado aos selvagens, mesmo na auséncia de um
estimulo estressor, um fendtipo associado com maior resisténcia ao
estresse oxidativo e longevidade (HONDA e HONDA, 1999). Nossos
resultados indicam que o mutante com deficiéncia em AKT-1, que é um
alvo de DAF-2, possui fenotipo semelhante e isso poderia explicar sua
maior resisténcia ao Mn. Isto é corroborado pela maior expressdo
relativa de sod-3 observada por qRT-PCR comparado aos vermes N2,
mesmo na auséncia de Mn. Quando comparado aos mutantes akt-2 e
sgk-1, os mutantes akt-I parecem apresentar maior expressdo de
enzimas antioxidantes. Isso sugere que AKT-1 atua de maneira mais
critica na sinalizagdo tipo insulina antagonizando SKN-1 e DAF-16. Por
outro lado, os mutantes com ganho de fungdo em akt-1 (alelo mgl44)
apresentaram uma resposta ao Mn semelhante aos vermes N2, tanto na
viabilidade quanto no teste comportamental e na avaliagdo da expressdo
relativa de genes antioxidantes. Isto sugere que uma maior expressao de
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AKT-1 ndo altera sua acdo sobre os fatores de transcrigio SKN-1 e
DAF-16, podendo haver uma saturagdo da atividade de AKT-1.

Diversos estudos demonstram ativa¢do de AKT em resposta ao
Mn, porém ndo foi elucidado o papel que esta proteina desempenha no
mecanismo de toxicidade induzida pelo metal. Nesse sentido, nosso
grupo demonstrou ativagdo de AKT via fosforilagdo na Serd73 em
resposta a exposi¢do de ratos imaturos a0 Mn (CORDOVA et al., 2012;
CORDOVA et al.,, 2013) sem no entanto determinar o papel desse
evento na neurotoxicidade do metal. Foi observada também ativagdo de
AKT in vitro em células estriatais STHdh expostas ao Mn, sem ficar
claro seu papel na toxicidade do metal (WILLIAMS et al., 2010). Além
disso, a exposi¢cdo ao Mn induziu aumento dos niveis de AKT em C.
elegans (AVILA et al, 2012a). A ativagio de AKT tem sido
classicamente relacionada com neuroprote¢do, revisado por Brunet et al.
(2001). Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo utilizando o
modelo de C. elegans sugerem que AKT poderia participar pelo menos
em parte da morte celular induzida por Mn. Esta participacdo pode ndo
ser diretamente relacionada com a ativagdo de vias de morte celular,
mas pode ocorrer pela antagonizagdo da acdo de DAF-16 ¢ SKN-1 e
dessa forma contribuir para o estresse oxidativo.

Este estudo demonstra em conjunto que a exposi¢do aguda ao
Mn durante um periodo critico do desenvolvimento neural (PND 8-12)
induz disfungdes motoras que persistem até a idade adulta dos ratos.
Além disso, dano cognitivo duradouro também foi descrito. Estas
disfungdes podem estar relacionadas com o estresse oxidativo induzido
pelo metal. A expressdo de GFAP ¢ persistentemente aumentada no
estriado, o que pode ser interpretado como ativagdo astrocitaria. Os
niveis de TH no estriado encontram-se inicialmente elevados no PND
14, porém no PND 70 estdo reduzidos, o que pode representar perda de
neuronios dopaminérgicos. Alteracdes na fosforilagdo de TH também
foram observadas, indicando a agdo de mecanismos compensatorios que
modulam os niveis de catecolaminas ap6s exposi¢do ao Mn. Os efeitos
sobre TH, bem como as alteragdes na atividade de catalase, GPx, os
niveis reduzidos de NPSH, a elevacdo dos niveis de GFAP ¢ os danos
motores e cognitivos observados no PND 70 sdo fortes indicativos de
que a exposi¢do ao Mn durante o desenvolvimento causa danos
persistentes no SNC. Estes efeitos estdo presentes mesmo apds a
exposi¢do ao Mn cessar e os niveis de metais voltarem aos valores
basais no hipocampo e no estriado. Além disso, os resultados obtidos no
modelo de C. elegans confirmam a participacdo do estresse oxidativo e
a ativagdo de SKN-1 e DAF-16 na toxicidade induzida pelo Mn nos
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vermes. Nao foi esclarecido, porém, o papel desta via de sinalizag@o na
neurodegeneracdo dopaminérgica induzida pelo Mn. Dessa forma, em
conjunto observa-se que o estudo abre importantes pontos de
investigagdo em relacdo ao papel de AKT nas respostas ao Mn.
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6. CONCLUSOES

A exposiciao aguda ao Mn (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, i.p.) durante um
periodo critico do desenvolvimento neural (PND 8-12) induziu:

YV VYV

Dano motor persistente.

Dano persistente na memoria de curto prazo dos ratos adultos.
Auséncia de disfungdo olfatoria.

Alteragdes em parametros de estresse oxidativo no hipocampo e no
estriado que incluiram redu¢do dos niveis de NPSH, aumento da
atividade de catalase ¢ GPx. Dessa forma, pode ser sugerido que as
alteragdes comportamentais observadas estdo relacionadas com o
estresse oxidativo induzido pelo metal na fase inicial da vida.
Aumento persistente na expressdo de GFAP no estriado no PND 70,
0 que pode ser interpretado como uma ativagdo astrocitiria em
resposta a exposi¢do precoce ao metal.

Inicialmente um aumento nos niveis de TH no estriado no PND 14,
porém no PND 70 estes niveis encontram-se reduzidos, o que pode
representar perda de neurdnios dopaminérgicos. Alteragdo na
fosforilagdo da Ser31 de TH também foi observada, indicando a
acdo de mecanismos compensatorios que modulam os niveis de
catecolaminas apos a exposicao ao Mn.

No modelo do nematdédeo C. elegans expostos ao Mn (2,5 a 100
mM) na fase larval L1:

>

>

Os vermes C. elegans com perda de fungdo em akt-1, akt-2 e sgk-1
apresentam maior resisténcia ao Mn em comparagdo com o grupo
selvagem (N2) no teste de viabilidade. Os vermes com perda de
funcdo em MAPKSs ndo apresentaram diferenga em relagdo ao grupo
N2. Isto sugere um papel deletério da atividade de AKT-1, AKT-2 e
SGK-1 na resposta ao Mn.

Os vermes N2, akt-1, akt-2 e os mutantes com ganho de funcdo em
akt-1 expostos a 50 mM Mn apresentam resposta basal slowing
prejudicada, indicando dano no sistema dopaminérgico. Este dano
foi semelhante entre os vermes N2 e os mutantes.

A avaliagdo dos neurdnios dopaminérgicos marcados com GFP
indicou que apesar da maior sobrevivéncia no teste de viabilidade,
os neurdnios dopaminérgicos sofrem degeneragdo semelhante entre
os vermes N2 e mutantes akt-2 apos a exposi¢do ao Mn. Isto sugere
que a agdo de AKT-2 em resposta ao Mn ndo se estenda aos
neuronios dopaminérgicos.

Os vermes N2 apresentam queda dos niveis de GSH apds a
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exposi¢do ao Mn, o que ndo ocorre nos mutantes para proteinas da
via da AKT. Estes mutantes apresentam maior expressao de
enzimas antioxidantes, o que pode explicar a maior resisténcia ao
Mn.

Este estudo documenta que a exposi¢do aguda ao Mn durante
um periodo critico do desenvolvimento neural induz disfungdes
cognitivas ¢ motoras que duram até a idade adulta em ratos. Estas
disfungdes foram acompanhadas por alteracdes no sistema de defesa
antioxidante, tanto no hipocampo quanto no estriado e alteracdo no
contetido e fosforilagdo de TH. Todas as alteragdes bioquimicas e
comportamentais foram observadas mesmo apds os niveis de Mn
retornarem aos valores basais no hipocampo e estriado dos ratos no
PND 70. Isso indica que a exposi¢do aguda e precoce (PND 8-12) ao
Mn induz alteragdes neuroquimicas persistentes. Este estudo demonstra
a importancia das vias de sinaliza¢do intracelular para a resposta
antioxidante induzida pelo metal e caracteriza AKT como um
importante ponto de investigacdo dentro dos mecanismos de toxicidade
induzida pelo Mn.
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