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RESUMO

O zinco (Zn) e o manganés (Mn) sdo metais essenciais para o
desenvolvimento e metabolismo do sistema nervoso central (SNC).
O Zn participa da estrutura de enzimas e fatores de transcri¢do além
de exercer atividades moduladotorias sobre receptores quando
liberado em sinapses excitatdrias do cortex cerebral e hipocampo.
Entretanto, a liberacdo excessiva de Zn, que ocorre em condigfes
patolégicas como epilepsia ou isquemia, pode causar
neurotoxicidade pela ativacdo de vias de morte celular. O Mn
participa, no SNC, da estrutura de enzimas envolvidas no
metabolismo antioxidante. Entretanto, em excesso esse metal
também pode ser toxico ao SNC. A exposi¢do ao Mn é comumente
relacionada a processos industriais e pela contamina¢do ambiental. O
Mn acumula-se nos nucleos da base podendo induzir morte neuronal
dopaminérgica, produzindo distirbio semelhante & doenca de
Parkinson. Individuos jovens sdo mais susceptiveis a
neurotoxicidade de metais pela maior absor¢do, menor capacidade de
excrecdo e pela imaturidade da barreira hemato-encefalica. Diversos
estudos relacionam a exposi¢do de individuos jovens aos metais com
doencas neurodegenerativas que podem ocorrer tardiamente na vida
adulta. Dessa forma, o presente trabalho objetivou: 1) avaliar as
acdes in vitro do Zn sobre a viabilidade celular e modulagéo das vias
das MAPKs e AKT em fatias hipocampais de ratos em um periodo
especifico do desenvolvimento (14° dia p6s-natal, PN14); 2)
investigar a neurotoxicidade do Mn sobre ratos imaturos expostos in
vivo, durante cinco dias (PN8-12) ou 20 dias (PN8-27). Nesse
sentido foram avaliadas alteracbfes comportamentais motoras e a
modulacdo de vias de sinalizacdo celular e producdo de estresse
oxidativo no corpo estriado. Nos ensaios in vitro com Zn (100 uM),
foram observadas redugdes significativas na viabilidade celular, e
aumento na fosforilacdo de ERK1/2, p38M*"K e AKT nas fatias
hipocampais. Adicionalmente, foi observado que a inibicdo de
p38M*"% agrava o prejuizo sobre a viabilidade ocasionado pelo Zn.
Nos estudos dos efeitos do Mn, observou-se que animais expostos
por cinco dias (PN8-12 e avaliados no PN14), apresentaram aumento
da fosforilagdo de DARPP-32-Thr-34 (MnCl, 5 e 10 mg/kg),
ERK1/2 e AKT (MnCl; 20 mg/kg) no corpo estriado. Nos animais
expostos por 20 dias (PN8-27 e avaliados no PN29) foi observado
reducdo da fosforilagio de DARPP-32-Thr-34 e aumento da



fosforilacdo de p38™*** e AKT na dose de 20 mg/kg. Além disso,
em ambos os regimes de exposicdo foi observado aumento da
atividade de caspases, da producdo de EROs e de isoprostanos (F-
IsoPs), bem como alteragdes na atividade de complexos
mitocondriais e dano comportamental motor avaliado no rotarod, nos
animais tratados com 20 mg/kg. Notavelmente, o antioxidante
Trolox™ (1 mg/kg) reduziu a fosforilaéo de ERK1/2 nos animais
PN14 e de p38™""¥ nos animais PN29. Além disso, Trolox™
reduziu a atividade de caspases e a producdo de Fp-IsoPs. Nesse
aspecto, 0 mecanismo de neurotoxicidade do Mn sobre o corpo
estriado em desenvolvimento parece envolver alteracdo da
sinalizacdo celular e indugdo de estresse oxidativo. Em conjunto, os
dados indicam que a exposi¢cdo do SNC imaturo ao Zn e Mn induz
importantes alteragbes neuroquimicas e metabdlicas, que podem
alterar o curso do desenvolvimento neural e predispor a distdrbios
neurodegenerativos no individuo adulto.

Palavras-chave:  zinco, manganés, @ MAPKs, DARPP-32,
desenvolvimento, hipocampo, estriado.



ABSTRACT

Molecular Mechanisms of Zinc and Manganese Neurotoxicity on
Developing CNS of Rats

Zinc (Zn) and manganese (Mn) are essential metals for the central
nervous system (CNS) development and metabolism. Zn participates
in the protein structure of enzymes and transcription factors.
Moreover, Zn can modulate a diversity of receptors when released in
the excitatory synapses of cerebral cortex and hippocampus.
However, it can be neurotoxic under pathological conditions like
epilepsy and ischemia via activation of cell death pathways. Mn is a
constituent of gluthamine sintethase and enzymes involved in the
antioxidant metabolism. Conversely, in excess Mn is neurotoxic. Mn
exposure is commonly related to industrial processes and
environmental contamination. Mn accumulates in the basal ganglia
and may induce dopaminergic neuronal death, producing a Parkinson
like disease. Immature individuals are more susceptible to metal
neurotoxicity, since the blood-brain barrier is more permeable and
they absorb more metal and display a poor ability for excretion.
Additionally, some studies have linked early exposure to metals by
young individuals with neurodegenerative diseases occurence later in
adulthood. The present study was designed aiming: 1) to investigate
the in vitro effects of Zn on cell viability and modulation of MAPKs
and AKT in hippocampal slices obtained from rats, in the especific
developmental period corresponding the 14™ postnatal day (PN14);
2) to study the molecular mechanisms of Mn neurotoxicity in
developing rats exposed to Mn in vivo for five days (PN8-12) or 20
days (PN8-27). In these models, Mn-dependent changes in the motor
behavior, signaling pathways and oxidative stress parameters in the
striatum were evaluated. The role of oxidative stress in the Process
was investigated by administration of the antioxidant Trolox'". The
results showed that Zn (100 uM) reduced cell viability and increased
ERK1/2, p38M*"K and AKT _phosphorylation. Moreover, it was
observed that inhibition of p38™*"* aggravated the hippocampal cell
injury. In the Mn studies, the animals exposed to Mn for five days
(PN8-12 and evaluated at PN14) exhibited an increase of DARPP-
32-Thr-34 (MnCl, 5 and 10 mg/kg), ERK1/2 and AKT
phosphorylation (MnCl, 20 mg/kg). Animals exposed for 20 days
(PN8-27 and evaluated at PN29; 20 mg/kg), showed a decrease on



DARPP-32-Thr-34 phosphorylation and an increase on p38™*** and
AKT phosphorylation. Notably, in both developmental exposure
models was observed: 1) increment of caspase activity; 2) improved
production of ROS and F,-IsoPs; 3) changes in the activity of
mitochondrial respiratory complexes; 4) deficits in the motor
behavior. Trolox™ (1 mg/kg), an antioxidant, reverses some
parameters altered by Mn including ERK1/2 activation at PN14 and
p38MAPK activation at PN29 animals. Moreover, Trolox'™ mitigates
the Mn-dependent activation of caspases and the production of Fy-
IsoPs. Therefore, the mechanism of Mn neurotoxicity on the
developing striatum involves oxidative stress and changes in
fundamental cell signaling pathways. In conclusion, it is possible to
postulate that early neurodevelopmental exposure to Zn or Mn may
induce important neurochemical and metabolic changes, which may
provide modifications in the physiological neuroplasticity and might
have implications later in life causing neurological deficits or
neurodegenerative disorders.

Keywords: zinc, manganese, MAPKs, DARPP-32, development,
hippocampus, striatum.
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Introducédo

1 INTRODUCAO

1.1 METAIS: ESSENCIALIDADE E TOXICIDADE

Elementos metalicos sdo encontrados em todos os seres vivos
e desempenham uma grande variedade de fungdes. Os metais podem
ser elementos estruturais, estabilizadores de estruturas bioldgicas,
componentes de mecanismos de controle (em nervos e misculos) e
em particular, sdo ativadores ou componentes de sistemas de
oxidagdo e reducdo (redox) (NORDBERG et al., 2007). Diversos
metais, como zinco, ferro, magnésio, manganés, cobre, molibdénio,
cromo e cobalto sdo essenciais para humanos e animais, integrando a
estrutura de diversas enzimas e sendo requeridos para sua atividade
(TAKEDA, 2000; TAKEDA, 2003; SANTAMARIA, 2008; SENSI
et al., 2009; SINICROPI et al., 2010). Os efeitos biolégicos dos
metais estdo ligados as suas propriedades quimicas, e 0s metais de
transicdo como o cobre, o ferro e 0 manganés sdo particularmente
envolvidos na catélise de reagfes redox nos sistemas bioldgicos
(WRIGHT; BACCARELLI, 2007). Por outro lado, metais pesados
como o chumbo, o merclirio e o cadmio ndo possuem fungdo
bioldgica conhecida, podendo induzir toxicidade (JADHAV et al.,
2007; WRIGHT; BACCARELLI, 2007). Os critérios para
determinacéo de essencialidade biol6gica dos metais sdo baseados na
sua exclusdo da dieta, com consequente producdo de anormalidades
funcionais ou estruturais relacionadas a alteracdes bioquimicas
especificas que podem ser revertidas pela sua administragédo
(NORDBERG et al., 2007; BRADHAM; WENTSEL, 2010). Além
disso, uma caracteristica associada com metais essenciais é que 0
organismo dispde de mecanismos homeostaticos que aumentam ou
diminuem sua absorcdo e excrecdo, de forma a manter os niveis
necessarios no organismo (BRADHAM; WENTSEL, 2010). As
guantidades adequadas sdo particularmente importantes durante a
gravidez, para lactentes e para as criancas durante os periodos de
crescimento rapido (TAROHDA; YAMAMOTO; AMANO, 2004;
WRIGHT; BACCARELLI, 2007; SANTAMARIA, 2008;
WASSERMAN et al., 2008).

A classificacdo dos metais geralmente aceita é baseada em seu
papel no organismo vivo. Assim, “os metais essenciais” sdo aqueles
indispensaveis para varios processos biologicos, atuando como
cofatores enzimaticos ou como grupos funcionais de proteinas e
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requeridos em pequenas quantidades (BOWEN, 1976;
SANTAMARIA; SULSKI, 2010). Em contraste, “metais ndo
essenciais”’, sem fungdes fisiologicas conhecidas, sdo considerados
toxicos (DUFFUS 2002). No entanto, essa classificacdo nédo é
absolutamente correta, uma vez que ambas as classes de metais
potencialmente podem perturbar fungGes bioldgicas normais, sendo a
sua toxicidade dependente da concentracdo (NORDBERG et al.,
2007). Na verdade, a falta de metais essenciais pode afetar o
funcionamento adequado de muitos tecidos e  0Orgaos
(SANTAMARIA, 2008; SANTAMARIA; SULSKI, 2010;
BRADHAM; WENTSEL, 2010), enquanto um excesso pode
fornecer toxicidade através de mecanismos semelhantes aos
atribuidos a elementos ndo essenciais (YAMADA et al., 1986;
HAFEMAN et al., 2007; WRIGHT; BACCARELLI, 2007;
SINICROPI et al., 2010).

Metais e semimetais (metaldides) associados com
contaminacdo e toxicidade sdo frequentemente definidos como
“metais pesados”. [Esta designagdo refere-se a um grupo
extremamente heterogéneo de elementos que muitas vezes ndo tém
semelhancas em suas caracteristicas quimicas e toxicoldgicas.
Assim, o termo “metais pesados”, tem sido questionado por muitos
anos e os esforcos para substitui-lo por uma terminologia quimica
falharam até o momento (DUFFUS, 2002; NORDBERG et al.,
2007). Em geral, a literatura cientifica considera como metais
pesados, 0s seguintes elementos: aluminio, ferro, prata, bario, berilio,
cadmio, cobalto, manganés, mercurio, molibdénio, niquel, chumbo,
cobre, estanho, titanio, talio, vanadio, zinco e alguns metal6ides,
como bismuto, arsénico e selénio, com propriedades semelhantes aos
metais pesados (SINICROPI et al., 2010). A maioria dos metais
pesados é caracterizada por possuir: densidade superior a 5,0 glcm?;
namero atdmico acima de 20; baixa solubilidade em agua de seus
hidratos; alta tendéncia para formar compostos complexos (JARUP,
2003). Varios metais toxicos possuem alta afinidade por grupos
tidlicos, aminicos, fosfato e carboxilicos de compostos organicos,
mostrando uma alta tendéncia para combinar com sitios reativos das
moléculas bioldgicas, incluindo proteinas e 4acidos nucléicos
(SINICRORPI et al., 2010).

A exposicdo a metais potencialmente tdxicos representa um
problema generalizado na maioria dos paises industrializados.
Embora os metais ocorram naturalmente no ecossistema, fontes
antropogénicas (poluicdo) contribuem para seu aumento no
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ecossistema (JARUP, 2003; GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006;
HAFEMAN et al., 2007; JONES; MILLER, 2008; MENEZES-
FILHO et al., 2009; GRASS et al., 2010; NAITO et al., 2010). No
século passado, a sua mobilizagdo, devido ao progresso tecnoldgico
ligado as atividades humanas (agricultura, industria, processos de
combustdo) e sua introducdo conseqliente ao ambiente como
residuos poluentes tém promovido seu acumulo crescente na biosfera
e sua introdugdo na cadeia alimentar, com conseqlientes riscos para a
salde dos seres humanos, animais e plantas (NAITO et al., 2010;
SINICROPI et al.,, 2010). Dessa forma, os metais podem ser
encontrados em alimentos, agua, ar e em grandes quantidades podem
alterar as func@es bioldgicas, causando danos aos humanos e animais
(JARUP, 2003). A toxicidade de metais geralmente interfere com
processos fisiolégicos de varios 6rgéos e tecidos, incluindo o sistema
nervoso central (SNC), sistema hematopoiético, figado e rim. Seres
humanos e animais podem ser expostos a multiplos metais através de
diversas vias, provenientes de diferentes fontes ambientais e
ocupacionais, sendo que a exposi¢do excessiva aos metais pode ser
uma fonte comum de neurotoxicidade em varias populagdes ao redor
do mundo (PERL; OLANOW, 2007; WRIGHT; BACCARELLLI,
2007; HAFEMAN et al, 2007; COSTELLO et al, 2009;
LUCCHINI; ZIMMERMAN, 2009; GRASS et al., 2010). Embora se
conheca diversos efeitos adversos dos metais a salde, a exposicao
continua e até mesmo aumenta em algumas regibes do mundo,
particularmente nos paises menos desenvolvidos e em criangas
(JARUP, 2003; LUCCHINI; ZIMMERMAN, 2009; MORENO et
al., 2009a,b; GRASS et al., 2010).

Em geral, criancas e idosos sdo mais suscetiveis que 0s
adultos aos efeitos deletérios dos metais (MOCCHEGIANI et al.,
2005; GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006; HAFEMAN et al.,
2007; SANTAMARIA et al, 2007; MORENO et al.,, 2009b;
SANTAMARIA; SULSKI, 2010). Criangas correm maior risco de
exposicao a metais através dos alimentos, uma vez que precisam de
mais calorias por quilo de peso corporal e possuem uma maior
absorgdo gastrointestinal de metais quando comparados aos adultos
(HEATH et al., 2003). Para alguns metais, a exposicdo a uma
quantidade excessiva é bem tolerada, uma vez que a absorcdo é
limitada ao montante exigido pelo individuo, enquanto outros
possuem uma forte tendéncia a se acumular (como o mercirio)
(SINICROPI et al., 2010).
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1.1.1 Zinco
1.1.1.1 Aspectos Bioldgicos

Na tabela periodica dos elementos, o zinco (Zn) pode ser
encontrado no grupo llb, juntamente com os metais toxicos cadmio e
mercurio. No entanto, é considerado relativamente ndo toxico para 0s
seres humanos (FOSMIRE, 1990). O Zn é um elemento essencial
para todos 0s organismos. E um componente de mais de 300 enzimas
e mais de 2.000 fatores de transcricdo, que regulam a expressao de
genes e requerem Zn para manter a sua integridade estrutural e
capacidade de ligagdo ao DNA (BROWN et al., 2002; PLUM;
RINK; HAASE, 2010). O Zn é requerido para o metabolismo dos
acidos nucléicos e proteinas, para o crescimento, divisdo e funcGes
celulares (VALLEE; FALCHUK, 1993).

Nas células, 30-40% do Zn esté localizado no nlcleo, 50% no
citosol e o restante associado com membranas (VALLEE;
FALCHUK, 1993). O Zn celular estd sob um eficiente controle
homeostatico, que evita seu acimulo excessivo (SENSI et al., 2009;
PLUM; RINK; HAASE, 2010). Grandes aumentos do Zn livre
intracelular sdo téxicos para muitas células, principalmente
neurbnios (MANEV et al.,, 1997; SENSI; JENG, 2004). A
homeostase do Zn é mediada principalmente por duas familias de
proteinas, os importadores de Zn (ZIP) contendo 14 proteinas que
transportam o Zn para o citosol, e os transportadores de Zn (ZnT),
familia composta por 10 proteinas que transportam o Zn para fora do
citosol (LICHTEN; COUSINS, 2009). Além disso, estas familias de
transportadores também regulam a distribuicdo intracelular de Zn
para 0 reticulo endoplasmatico, mitocondrias e Golgi (HAASE;
MARET, 2003). Adicionalmente, estudos sugerem a participacéo de
um trocador de Na, Ca/Zn de membrana plasmatica para remocdo do
Zn livre citoplasmatico em neurdnios (QIN et al., 2008). Muitos
tipos de células de mamiferos também contém estruturas vesiculares
ligadas a membrana, chamados zincossomas, que seqlestram
grandes quantidades de Zn e o liberam sob estimulacdo (HAASE;
MARET, 2003; TAYLOR et al., 2008). Adicionalmente, as
metalotioneinas ligam até 20% do Zn intracelular, desempenhando
um papel significativo na homeostase do metal (CHIMIENTI et al.,
2003; TAPIERO; TEW, 2003).

No cérebro dos mamiferos, o Zn é encontrado em varias
estruturas como o hipocampo, em determinadas camadas
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neocorticais e estriado (FREDERICKSON et al., 2000). O Zn esta
presente em grandes quantidades na maioria dos terminais nervosos
glutamatérgicos, concentrado  em  vesiculas sindpticas
(FREDERICKSON, 1989; SENSI et al., 2009). Com a excitacdo
neuronal, o Zn das vesiculas é liberado na fenda sinaptica, podendo
modular a atividade de varios canais idnicos e modular a transmissdo
sinaptica e a plasticidade neuronal (KETTERMAN; LI, 2008; SENSI
etal., 2009; TIAN; YANG; ZHANG, 2010).

O Zn vesicular (co-localizado com glutamato) provavelmente
desempenha o papel de um neuromodulador endégeno (BUDDE et
al., 1997;. KRESSE et al., 2005; SENSI et al., 2009). O Zn liberado
no espago extracelular modula a atividade de receptores
glutamatérgicos, GABAérgicos e glicinérgicos, bem como de canais
de célcio dependentes de voltagem (PAOLETTI; ASCHER;
NEYTON, 1997; HARVEY et al., 1999; JAN; WU; TSENG, 1999;
CHOI; CHEN; LIPTON, 2001; HORNING; TROMBLEY, 2001;
MAGISTRETTI et al., 2003; TAKEDA et al., 2004). Diversos
estudos demonstram a capacidade do Zn em modular a atividade de
receptores glutamatérgicos ionotrdpicos, inibindo os receptores N-
metil-D-aspartato  (NMDA) e potencializando a atividade de
receptores AMPA (SMART; XIE; KRISHEK, 1994). Além disso,
estudos recentes tém demonstrado que o Zn pode ativar ZnR, um
receptor metabotrdpico sensivel ao Zn (BESSER et al., 2009). Dessa
forma, o Zn pode ser o primeiro metal liberado como um
neurotransmissor durante a transmissao sinaptica
(FREDERICKSON; KOH; BUSH, 2005). Adicionalmente, estudos
também sugerem que o Zn pode agir como segundo mensageiro,
liberado do reticulo endoplasmatico a partir de um estimulo
extracelular, inibindo a atividade de proteinas fosfatases e
modulando positivamente a atividade de proteinas cinases, de forma
a alterar a expressao génica (YAMASAKI et al., 2007). Entretanto, a
despeito de suas funcdes fisiolégicas, Zn em excesso na fenda
sinaptica ou citosol, o que pode ocorrer em condi¢des de convulsdo
prolongada, isquemia, trauma cerebral a na doenca de Alzheimer,
pode causar neurotoxicidade, induzindo morte neuronal e glial
(STORK; LI, 2009; SENSI et al., 2009; TIAN; YANG; ZHANG,
2010).
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1.1.1.2 Toxicidade

Seres humanos e animais sao susceptiveis a toxicidade do Zn
através de condi¢es ambientais ou individuais, determinadas por
condicBes patolégicas (convulsdo, isquemia, trauma encefélico). Sdo
consideradas duas rotas principais de entrada para 0 Zn no
organismo: por inalacdo e por ingestdo (NAITO et al., 2010; PLUM;
RINK; HAASE, 2010). A inalacdo de Zn geralmente se origina de
fumaca proveniente de processos industriais, como galvanizagao,
afetando principalmente os trabalhadores. Além disso, artefatos
militares explosivos (bombas) conttm ZnO ou ZnCl,, sendo
descritos varios casos de dispersdao ambiental do metal (HOMMA, et
al., 1992).

Devido & sua caracteristica de metal essencial, a ingestdo de
pequenas quantidades de Zn é essencial para a sobrevivéncia. A
ingestdo diaria recomendada de Zn é de 11 mg/dia para homens, 8
mg/dia para mulheres, 2-3 mg/dia para lactentes e de 5-9 mg/dia para
criangas ndo-lactentes (TRUMBO et al., 2001). Entretanto, estas
doses sdo significativamente inferiores ao valor de DLs, estimado
em 27 g de Zn/humanos/dia, baseado na comparagdo com estudos
em ratos e camundongos. Dessa forma, intoxicagdo oral por Zn é
considerada rara, pois quantidades entre 225 e 400 mg sdo eméticas.
Entretanto, relatos fatais sdo descritos (PLUM; RINK; HAASE,
2010) e a contaminacdo de aguas pelo Zn é considerada de alto
impacto toxicolégico (NAITO et al., 2010).

Apesar dos possiveis efeitos sistémicos do Zn (anemia,
distdrbios gastrointestinais), 0 mais importante efeito toxico do metal
é a sua participacdo na regulacdo de morte celular. Um nlmero
crescente de estudos relaciona alteracbes na quantidade de Zn livre
intracelular com processos patoldgicos, principalmente no SNC
(DINELEY; VOTYAKOVA; REYNOLDS, 2003). Elevacdo de Zn
tém sido relacionada com isquemia, convulsdes e excitotoxicidade
(STORK; LI, 2009; SENSI et al., 2009; TIAN; YANG; ZHANG,
2010). O papel do Zn na doenca de Alzheimer é controverso, mas
estudos apontam a associacdo da elevagdo cortical do Zn com o
diagnostico da doenca e severidade da deméncia (CUAJUNGCO;
FAGET, 2003, RELIGA et al., 2006).

Nas condicOes patoldgicas como isquemia e convulsdo, ocorre
um actmulo de Zn livre intracelular, que pode ser desencadeada pela
liberacdo de Zn pré-sindptico seguido de translocacdo para os
neurdnios pos-sinapticos ou pelo deslocamento de Zn intracelular a
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partir de metalotioneinas (CHOI; YOKOYAMA; KOH, 1988;
FREDERICKSON, 1989; KIM et al., 1999a,b;. LEE et al., 2000;
LEE et al., 2003). Além disso, condi¢cbes como hipoxia neonatal ou
convulsdes prolongadas no inicio da vida, também podem envolver a
liberacdo sinaptica de Zn com conseqliente morte neuronal. A
quantidade de Zn sinaptico hipocampal apresenta uma variacdo
durante o desenvolvimento. Tem sido demonstrado que é muito
baixa em filhotes de ratos (16 dias de idade), aumentando
dramaticamente com a maturidade (FREDERICKSON et al., 2006).
O cérebro imaturo é extremamente vulneravel aos danos por metais,
pois um grande nUmero de processos celulares cruciais esta
ocorrendo, incluindo a migracdo e proliferacdo celular. Além disso, a
barreira hemato-encefélica é mais permeavel nas fases precoces do
desenvolvimento. O  excesso de  metais durante 0o
neurodesenvolvimento tem sido associado com disturbios tardios, ou
seja, que aparecem na vida adulta ou na senilidade (COSTA et al.,
2004).

O acumulo de Zn nos neurdnios se correlaciona com o dano
neuronal in vivo e in vitro em algumas regides do cérebro, tais como
0 hipocampo, sugerindo um papel para 0 Zn na lesdo celular
(FREDERICKSON; KOH; BUSH, 2005). O mecanismo pelo qual a
sobrecarga de Zn intracelular promove a morte celular ndo é bem
compreendido. Entretanto, tém sido postulado que a neurotoxicidade
do Zn envolve prejuizo do metabolismo energético, aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), diminuicdo de
defesas antioxidantes e alteragdo de mecanismos de sinalizagdo
celular (FIGURA 1) (KIM et al., 1999a,b; PARK; KOH, 1999; EOM
et al., 2001; DINELEY; VOTYAKOVA; REYNOLDS, 2003;
OTEIZA; MACKENZIE; VERSTRAETEN, 2004; BISHOP;
DRINGEN; ROBINSON, 2007; FRANCO et al., 2008). O Zn pode
modular a atividade das enzimas de sinalizacdo intracelular em
varios modelos de cultura celular, através da ativacdo de MAPKs
(ERK1/2, INK, p38M°7K) e PI3K/AKT (PARK; KOH, 1999; EOM et
al., 2001; SEO et al., 2001; DANIELS et al., 2004; AN et al.
2005a,b; KLEIN et al., 2006; MIN; LEE; CHUNG, 2007). As
consequéncias celulares da ativacdo de MAPKs e AKT por Zn
podem depender do tipo celular e da concentracdo do metal, mas
incluem tanto a inducdo de morte celular quanto efeitos anti-
apoptoticos (PARK; KOH, 1999; SEO et al., 2001; WILLIAMS et
al., 2004; AN et al. 2005a; KLEIN et al., 2006; MIN; LEE; CHUNG,
2007).
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Figura l. Mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do zinco.

Embora se reconheca que a perturbagdo da homeostase do Zn
pode desencadear varios processos neurodegenerativos, ainda néo é
totalmente compreendido como altas concentragdes de Zn
extracelular modulam alvos moleculares que podem estar envolvidos
em seus efeitos neurotéxicos no cérebro em desenvolvimento,
particularmente no hipocampo. As vias de PI3K/AKT e MAPKSs séo
fundamentais para o desenvolvimento neurolégico normal, pois
regulam uma variedade de respostas celulares envolvidas na
neuroplasticidade, incluindo atividade sindptica, morte ou
sobrevivéncia celular. Dessa forma, mudangas sutis da atividade
dessas enzimas, induzidas pelo Zn, podem ter um significado
fisiopatoldgico importante no mecanismo de neurotoxicidade do
metal. No entanto, ndo ha dados sobre os efeitos do Zn nestas vias de
sinalizacdo em periodos cruciais do desenvolvimento cerebral.

1.1.2 Manganés
1.1.2.1 Aspectos Bioldgicos

O manganés (Mn) é um elemento quimico do grupo VIIb da
tabela periddica, dos metais de transicdo. E o 12° elemento mais
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abundante na crosta terrestre e estd amplamente distribuido no
ambiente, estando presente na agua, solo e alimentos (PERL;
OLANOW, 2007). O Mn ¢é encontrado em todos os animais e
participa de diversos processos fisiologicos, possuindo importantes
papéis na resposta imune, na homeostase da glicose sanguinea, na
regulacdo da sintese de adenosina trifosfato (ATP), na reproducéo,
na digestdo, e no crescimento dos 0ssos (ASCHNER; ASCHNER,
2005). Um organismo humano adulto possui aproximadamente 10-
12 mg de Mn incorporado no centro ativo de metaloenzimas
(HARDY, 2009). O Mn é um cofator importante para uma variedade
de enzimas, incluindo a enzima antioxidante superéxido dismutase,
enzimas envolvidas na sintese de neurotransmissores (glutamina
sintetase), no metabolismo de proteinas e carboidratos (arginase
piruvato carboxilase) e na sintese de mucopolissacarideos
(glicosiltransferase) utilizados em cartilagens e 0ssos (ASCHNER et
al., 2007; ERIKSON et al., 2007).

As necessidades diarias de Mn na dieta sdo de 2-5 mg/dia para
adultos e de 1-3 mg/dia para criancas (MORENO et al.,2009b).
Entretanto, em individuos saudaveis, menos de 5% do Mn ingerido
oralmente é absorvido, processo que auxilia na homeostase do metal
(HARDY; GILLANDERS; HARDY, 2008). A homeostase do Mn
no organismo ¢ bastante complexa e ndo completamente
compreendida, e uma série de estudos tem mostrado que o influxo de
Mn para o cérebro é mediado por transportadores, mas seu efluxo é
controverso  (CROSSGROVE et al, 2003; YOKEL;
CROSSGROVE; BUKAVECKAS, 2003; ERIKSON et al., 2007;
FITSANAKIS et al., 2010). Adicionalmente, estudos demonstram
gue 0s mecanismos de homeostase do Mn sdo semelhantes ao do Fe
e ocorrem de forma competitiva (ERIKSON te al., 2007; ROTH,
2009; FITSANAKIS et al., 2010; RIVERA-MANCIA; RIOS;
MONTES, 2011). Uma vez absorvido no intestino, o Mn §é
transportado para o figado, com uma parte ligada a transferrina (Tf),
mas também a y-globulina e albumina (ERIKSON et al., 2007;
HARDY, 2009). A Tf é a principal proteina de ligacdo para o
transporte de ferro (Fe) no plasma, mas também é conhecida pela
capacidade de ligar Mn (FITSANAKIS et al.,, 2010; RIVERA-
MANCIA; RIOS; MONTES, 2011). Adicionalmente, na auséncia de
Fe os sitios de ligacdo da Tf podem ligar varios outros metais,
levantando a possibilidade de que a Tf possui fungBes in vivo como
agente de transporte para muitos metais (FITSANAKIS et al., 2010).
Quando complexado com Tf, o Mn esta exclusivamente presente no
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estado de oxidacdo trivalente, com dois ions metélicos fortemente
ligados a cada molécula de Tf. (AISEN; AASA; REDFIELD, 1969;
RIVERA-MANCIA; RIOS; MONTES, 2011). Devido ao fato de que
receptores de Tf (TfR) estdo presentes na superficie dos capilares
cerebrais, tem sido sugerido que o Mn (no estado de oxidacéo
trivalente) entra nas células endoteliais complexado & Tf. O Mn é
entdo liberado do complexo no interior de células endoteliais por
acidificacdo endossomal e o complexo apo-Tf retorna & superficie
celular (MORRIS et al., 1992). O Mn entdo liberado dentro das
células endoteliais é posteriormente transferido para a superficie
celular, para a liberagdo no fluido extracelular, por um mecanismo
dependente de Tf cerebral. A seguir o Mn é captado por neurdnios
que possuem tanto TfR quanto transportador de metal divalente 1
(DMT-1) (MOOS; MORGAN, 2002; FITSANAKIS et al., 2010).

Apesar da existéncia de diversos estudos mostrando 0s
possiveis mecanismos de captagdo do Mn no SNC de adultos, pouco
se conhece sobre 0s mecanismos de transporte desse metal durante o
periodo de desenvolvimento cerebral (ERIKSON et al., 2007).
Porém, a presenga do DMT-1 e do TfR é detectada no cdrtex
cerebral, no hipocampo e no estriado de rato a partir do quinto dia
pés-natal (SIDDAPPA et al., 2002; GARCIA et al., 2006). Além
disso, Siddappa et al. (2002) e Erikson et al. (2007) sugerem que a
expressdo de proteinas transportadoras pode até estar aumentada no
individuo neonato quando comparada ao adulto, resultando na
possibilidade de maior acimulo de Mn no SNC em
desenvolvimento. Além do DMT-1 e do sistema Tf-TfR, estudos
demonstram que 0 Mn também pode utilizar ZIP-8 (um membro de
uma familia de carreadores de solutos) (HE et al., 2006), canais de
calcio dependentes de voltagem (LUCACIU et al., 1997; RICCIO et
al., 2002), receptores glutamatérgicos ionotrépicos
(KANNURPATTI; JOSHI; JOSHI, 2000) e pela utilizagdo de
sistemas de transporte especifico, como o transportador de dopamina
(DAT) (CHEN et al., 2006; ANDERSON; COONEY; ERIKSON,
2007; BURTON; GUILARTE, 2009).

A principal via de eliminacdo do Mn é através do sistema
hepatobiliar, onde o metal é removido do sangue, conjugado e a
seguir secretado no intestino. Uma pequena fracdo de Mn ¢é
reabsorvida e o restante é excretado nas fezes (mais de 90% ¢é
eliminado via biliar). Os niveis corporais de Mn sdo normalmente
controlados de forma rigida por este sistema, embora a perda deste
equilibrio possa ocorrer em situacdes de exposicdo crbnica a altos
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niveis atmosféricos ou mesmo pela ingestdo excessiva do metal
(LJUNG; VAHTER, 2007; PERL; OLANOW, 2007). Ademais, este
sistema é pouco eficiente em neonatos e pode contribuir para o
aumento de Mn no sangue, e seu acimulo no SNC e outros tecidos,
principalmente pelos baixos niveis fisiologicos de Fe, alta expressao
de proteinas transportadoras no encéfalo e imaturidade da barreira
hematoencefalica (SIDDAPPA et al., 2002; ERIKSON et al., 2007,
HARDY, 2009; ROTH, 2009, YOON et al, 2011). Ademais, no SNC
0 Mn encontra-se principalmente nas mitocondrias, em sua forma
divalente. O metal partilha 0 mecanismo de entrada na organela com
o calcio, no entanto, ndo é removido pelo mecanismo de efluxo do
calcio dependente do sodio. Por esta razdo, a saida do Mn do tecido
nervoso é muito lenta (MORELLO et al., 2008). Em individuos
jovens, os baixos niveis de Fe facilitam a sua retencdo, em
detrimento da eliminacéo (ERIKSON et al., 2007).

1.1.2.2 Toxicidade

A despeito das funcdes fisioldgicas do Mn, a exposicdo
excessiva a0 Mn pode causar neurotoxicidade, em um processo
degenerativo que afeta as estruturas corticais e os ganglios basais,
especificamente, o globo pélido, o estriado, a substancia negra parte
reticulada e o ndcleo subtalamico (estruturas ricas em Fe)
(YAMADA et al., 1986; DOBSON; ERIKSON; ASCHNER, 2004;
PERL; OLANOW, 2007). De modo interessante, estudos
demonstram alta concentracdo de TfR no nucleo acumbens e
caudado putdmen, que fornecem fibras eferentes para areas ricas em
Mn (palido ventral, globo palido e substancia negra) (DOBSON;
ERIKSON; ASCHNER, 2004). Além disso, ha evidéncias de
transporte axonal de Mn, de uma regido encefalica para outra
(ERIKSON et al., 2007), o que caracteriza maior acimulo do metal
nestas estruturas. Assim, com o acimulo de Mn nos nicleos da base,
profundas manifestacfes citotdxicas podem ocorrer afetando varias
funcdes neuroldgicas, sendo que as mais prevalentes estdo associadas
com déficits semelhantes aos movimentos distdnicos comumente
associados a doenca de Parkinson (PERL; OLANOW, 2007; ROTH,
2009). Adicionalmente, o mau funcionamento das estruturas que
compdem os ganglios basais tem sido associado com distrbios
como esquizofrenia e Huntington (GALVAN; WICHMANN, 2008;
BOGER et al., 2010). Evidéncias também mostram que mulheres
gravidas e neonatos retém Mn em maior grau do que a populacédo de
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adultos ndo gestantes, favorecendo a ocorréncia de distdrbios
neuroldgicos nestes individuos (DOBSON; ERIKSON; ASCHNER,
2004; HAFEMAN et al., 2007). Ademais, a deposi¢cdo de Mn no
SNC de criangas tem implica¢fes potencialmente importantes em
longo prazo para o desenvolvimento neuroldgico (ERIKSON et al.,
2007).

O distarbio neuroldgico associado a niveis elevados de Mn é
conhecido como “manganismo”, descrito pela primeira vez em
humanos por Couper (1837). Os sinais clinicos iniciais sao
psiquidtricos, com comportamentos compulsivos ou violentos,
instabilidade emocional e alucinagdes. Os individuos também podem
apresentar fadiga, enxaqueca, cdibras musculares, perda de apetite,
apatia, insdnia e diminuicdo da libido. As formas mais severas do
manganismo se caracterizam por contragdes musculares prolongadas
(distonia), diminui¢do dos movimentos musculares (hipocinesia),
rigidez e tremores musculares (DOBSON; ERIKSON; ASCHNER,
2004). As caracteristicas fisicas se assemelham & Doenca de
Parkinson, mas ha aspectos distintos (PAL; SAMI; CALNE, 1999;
PERL; OLANOW, 2007). Em ambas as sindromes sdo encontradas
bradicinesia e rigidez generalizada, mas a distonia do manganismo €
um sinal neurolégico atribuido ao dano do globo palido, que é
minimamente observado em pacientes parkinsonianos (CALNE et
al., 1994). Além disso, no manganismo os individuos apresentam
tremores de repouso menos freqiientes, uma propensdo a cair para
tras, pouca ou nenhuma resposta a terapia com levodopa e captagédo
normal de fluorodopa, observada em tomografias de emissdo de
pésitrons (PET) (CALNE et al., 1994; PAL; SAMI; CALNE, 1999;
PERL; OLANOW, 2007)

A exposicdo a0 Mn normalmente esta associada a situacdes
ocupacionais (industriais) (HAFEMAN et al., 2007; LUCCHINI et
al., 2007; PERL; OLANOW, 2007; LUCCHINI; ZIMMERMAN,
2009; ROTH, 2009). O Mn é o quarto metal mais amplamente
utilizado em produtos comerciais, com mais de oito milhdes de
toneladas extraidas (mineracdo) anualmente (PERL; OLANOW,
2007). Existem compostos inorganicos e organicos de Mn, com as
formas inorganicas sendo as mais comuns no ambiente. O metal é
utilizado comumente na producdo de ferro e aco, na fabricacdo de
pilhas secas, no tratamento de agua (permanganato de potassio),
como oxidante na producédo de hidroquinona, na fabricacdo de vidro,
no branqueamento téxtil, como agente oxidante para o revestimento
de eletrodo nas hastes de solda; em fosforos de seguranca e de
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artificio, e no curtimento de couro. Compostos organicos de Mn
estdo presentes no aditivo de combustivel manganés tricarbonil
metilciclopentadienil (MMT), fungicidas (maneb e mancozeb) e
agentes de contraste utilizados na ressonancia magnética. O Mn
também esta presente naturalmente nos alimentos, com as maiores
concentragGes normalmente encontradas em nozes, cereais, legumes,
frutas, grdaos e chd (DOBSON; ERIKSON; ASCHNER, 2004;
ERIKSON et al., 2007; SANTAMARIA, 2008; BURTON;
GUILARTE, 2009; ESCHENKO et al., 2010). Além disso, um
aspecto importante da neurotoxicidade do Mn esta relacionado com
os produtos utilizados na nutricdo parenteral, pois estes geralmente
contém um excesso de Mn em suas férmulas e podem predispor
principalmente as criangas, a distirbios neurolégicos (SUZUKI et
al., 2003; ERIKSON et al., 2007; HARDY; GILLANDERS;
HARDY, 2008; HARDY, 2009; HARDY; MENENDEZ;
MANZANARES, 2009).

Os mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do Mn sédo
amplos e ainda ndo muito bem esclarecidos (TAKEDA, 2003;
ERIKSON et al., 2007; HAFEMAN et al., 2007; BENEDETTO;
AU; ASCHNER, 2009; ROTH, 2009). Entretanto, é comumente
aceito que a toxicidade neuronal do Mn é mediada por alteracfes
mitocondriais, iniciando tanto morte celular apoptética quanto
necrética, através da formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e estresse oxidativo e nitrosativo (ROTH; GARRICK, 2003;
ZHANG; FU; ZHOU, 2004; GUNTER et al., 2006; TAMM; SABRI;
CECCATELLI, 2008; ZHANG et al., 2008; MILATOVIC et al.,
2009, MILATOVIC et al., 2011; MORENO et al., 2011). Tem sido
demonstrado que muitas das vias de sinalizacdo associadas a morte
celular programada sdo ativadas apds exposi¢do ao metal, incluindo
INK, ERK, p38M*X PKC e caspases (HIRATA et al., 2004;
LATCHOUMYCANDANE et al. 2005; ITO et al, 2006;
GONZALEZ et al., 2008; YIN et al., 2008; JANG, 2009; CAl et al.,
2010; CRITTENDEN; FILIPOV, 2010; LI et al., 2010; PARK;
PARK, 2010; RAO et al., 2010; SHIN et al., 2010; CAl et al., 2011).
Ademais, estudos relatam que o Mn induz a auto-oxidacdo da
dopamina em neur6nios dopaminérgicos, aumentando os niveis de
quinonas toxicas e resultando em deplecdo do neurotransmissor
(TAKEDA, 2003; PRABHAKARAN et al., 2008). Estudos também
relacionam uma maior sensibilidade do estriado ao estresse oxidativo
induzido pelo Mn (AVILA et al., 2008), principalmente durante o
desenvolvimento (ERIKSON et al., 2007). Notavelmente, foi
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descrito uma associacdo entre estresse oxidativo no estriado e
prejuizos na atividade motora em ratos (OLIVEIRA et al., 2007).

Tem sido demonstrado que as EROs também podem interferir
com a remocdo do glutamato da fenda sindptica, inibindo os
transportadores de alta afinidade (ERIKSON et al., 2007). A
captacdo de glutamato é ainda diminuida em astrocitos expostos ao
Mn, pela reducdo significativa da expressdo do gene transportador de
glutamato/aspartato (GLAST) (ERIKSON; ASCHNER, 2002;
ERIKSON; SUBER; ASCHNER, 2002; DENG et al., 2009). O
consequente aumento dos niveis de glutamato extracelular é
potencialmente excitotoxico para os neurdnios, o que também pode
representar uma causa de neurotoxicidade do Mn (FIGURA 2)
(ERIKSON et al., 2007; XU; XU; DENG, 2010). O glutamato na
fenda pode se ligar aos receptores ionotrdpicos, levando a um
aumento nos niveis intracelulares de calcio que pode ser captado
pelas mitocdndrias, resultando em mudangas na permeabilidade da
membrana e geracdo de EROs e estresse oxidativo (ROTH, 2009).
Adicionalmente, a excitotoxicidade glutamatérgica e 0 estresse
oxidativo também podem ativar vérias cinases, incluindo ERK1/2,
INK, e p38™*"* (GRANT et al. 2001; ZHANG et al. 2006; ZEPEDA
et al. 2008; CHEN et al. 2009; RAO et al, 2010). Foi demonstrado
que o Mn pode prejudicar o ciclo glutamato-glutamina, que
potencialmente pode resultar em desregulacdo da homeostase do
glutamato e prejudicar a transmissdo glutamatérgica (DENG et al.
2009; SIDORYK-WEGRZYNOWICZET al, 2009).

Dessa forma, as conseqiiéncias biol6gicas decorrentes da
exposicdo do SNC ao Mn durante o desenvolvimento, podem ser
extremamente graves e passiveis de aparecimento tardio, alterando
neurogénese, aprendizado, memoria e predispondo a processos
neurodegenerativos tardios (ERIKSON et al., 2007; HAFEMAN et
al., 2007; MORENO et al., 2009a,b; KERN; STANWOOD; SMITH,
2010; KERN; SMITH, 2011).
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Figura 2. Possiveis mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do
manganés.

Ca: calcio; DA: dopamina; DMT: transportador de metal divalente; DR:
receptor dopaminérgico; GLAST: transportador glutamato/aspartato; Glu:
glutamato; GIuR: receptor glutamatérgico ionotrépico; Mn: manganés.

1.2 VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

O funcionamento do SNC depende da comunicacdo celular.
Os sistemas de sinalizacdo intracelular se organizam, como médulos
interdependentes (GREENGARD, 2001; WONG; SCOTT, 2004),
que respondem aos sinais extracelulares através da modificacdo da
atividade de proteinas cinases e proteinas fosfatases, regulando o
estado de fosforilagio de proteinas (GREENGARD, 2001;
THOMAS; HUGANIR, 2004). Desta forma, a atividade de fatores
de transcricdo, enzimas, canais ibnicos, receptores e proteinas
sinapticas podem ser modificados por este mecanismo, resultando na
modulacdo de processos como proliferacdo, diferenciacdo celular,
morte celular, neurogénese, interacGes celulares, neurotransmissao e
neuroplasticidade (memoria, cognicdo) (CHANG; KARIN, 2001;
GREENGARD, 2001; KANDEL, 2001; THOMAS; HUGANIR,
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2004; WONG; SCOTT, 2004). Além disso, a alteracdo destes
sistemas pode causar ou induzir distdrbios neurodegenerativos,
psiquiatricos ou comportamentais (HADDAD, 2004; NAGAI et al.,
2007; WANG; GRUNDKE-IQBAL; IQBAL, 2007).

No SNC, algumas das familias de proteinas cinases mais
estudadas incluem proteina cinase A (PKA), proteina cinase G
(PKG), proteina cinase C (PKC), proteina cinase B (PKB/AKT),
protefnas  cinases Ca®‘/calmodulina-dependentes (CaMKs) e
proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKs) (FIGURA 3)
(NESTLER; GREENGARD, 1984; HUNTER; SEFTON, 1991,
NESTLER; GREENGARD, 1999; SWEATT, 2001; HANADA,
FENG; HEMMINGS, 2004).
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Figura 3. Principais vias de sinalizacdo celular no SNC.

1.2.1 As Vias das MAPKs e PI3K/AKT

As principais MAPKs sdo as cinases reguladas por sinal
extracelular (ERK1/2), c-Jun NH,-terminal cinases (JNK1/2) e as
proteinas cinases ativadas por mitégenos de 38 kDa (p38™A7%)
(CHANG; KARIN, 2001; CHEN et al, 2001; THOMAS;
HUGANIR, 2004; WAETZIG; HERDEGEN, 2004). A cascata da
ERK1/2 é primariamente ativada por fatores de crescimento,
regulando  expressdo  génica, embriogénese,  proliferacéo,
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sobrevivéncia e morte celular e neuroplasticidade (CHEN et al.,
2001; THOMAS; HUGANIR, 2004; SCHENK et al., 2005). As
proteinas cinases JNK e p38™*"X também conhecidas como
proteinas cinases ativadas por estresse (SAPKS), sdo ativadas por
citocinas e insultos citotdxicos, estando freqiientemente relacionadas
a estresse e morte celular (MIELKE; HERDEGEN, 2000; COWAN;
STOREY, 2003). Entretanto, JNK e p38™*" também regulam o
desenvolvimento do SNC e a neuroplasticidade (FIGURA 4)
(WAETZIG; HERDEGEN, 2004).
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Figura 4. Vias de sinalizagcdo das MAPKSs.

ASK1.: cinase reguladora de sinal apoptético 1; DLK: cinase ziper de dupla
leucina; Hsp: proteina de choque térmico; MAPKKK: cinase da cinase da
proteina cinase ativada por mitdgeno; MAPKK: cinase da proteina cinase
ativada por mitégeno; MLKS3: cinase 3 de linhagem mista; Mos: Moloney
sarcoma oncogene; Raf: proteinas cinases especificas para Ser/Thr; TAK:
cinase ativada por TGF-f; Tpl2: progressdo de tumor locus-2.
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A via da fosfatidil-inositol 3-cinase (PI3K)/AKT (PKB)
também pode ser ativada por fatores de crescimento, e sua ativagdo
tem papel central no controle do crescimento, proliferacéo,
metabolismo, sobrevivéncia celular e na neuroplasticidade (FIGURA
5) (HANADA; FENG; HEMING, 2004; BRAZIL; YANG;
HEMMINGS, 2004; VAN DER HEIDE; RAMAKERS; SMIDT,
2006).

Fatores de
crescimento, citocinas

Proliferacao,
sobrevivéncia,
neuroplasticidade

Figura 5. Via de sinalizacdo da PI3K/AKT.
PDK1/2: proteina cinase dependente de 3-fosfoinositidio 1/2; mTOR cinase:
cinase Ser/Thr alvo de rapamicina.

Dessa forma, pelas atividades coordenadas das vias de
sinalizagdo intracelular, processos  bioguimicos/funcionais
relacionados ao desenvolvimento do SNC, a neuroplasticidade, a
sobrevivéncia e morte celular e até mesmo processos patoldgicos
como as doencas neurodegenerativas podem ser regulados (BRAZIL
et al., 2004; HADDAD, 2004; THOMAS; HUGANIR, 2004;
AOUADI et al., 2006; SUBRAMANIAM; UNSICKER, 2006;
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WAYMAN et al., 2006; NAGAI et al., 2007; WANG; GRUNDKE-
IQBAL; IQBAL, 2007). Dentro desse contexto um aspecto
importante nesse processo de sinalizagdo diz respeito & modulacdo
(via fosforilagdo e modificacdo de expressdo) de diversas proteinas
alvo, como fatores de transcri¢do (CREB, c-fos, c-jun, EIk1, ATF2),
proteinas apoptdéticas (Bcl2, BAD, Bax, caspases, calpainas), fatores
neurotréficos (BDNF), proteinas de choque térmico e proteinas
sinapticas (MIELKE; HERDEGEN, 2000; SHAULIAN; KARIN,
2002; BRAZIL et al., 2004; THOMAS; HUGANIR, 2004;
CARLEZON; DUMAN; NESTLER, 2005; HONG; WEST;
GREENBERG, 2005; SCHENK et al., 2005; SUBRAMANIAM,;
UNSICKER, 2006).

Considerando que as proteinas cinases e seus alvos podem
participar tanto de respostas citoprotetoras como de respostas
relacionadas a morte celular (CHU et al., 2004; SUBRAMANIAM,;
UNSICKER, 2006; NAGAI et al., 2007; RAIVICH; BEHRENS,
2006; DELIVORIA-PAPADOPOULOS; ASHRAF; MISHRA,
2007) as implicacbes referentes a modulagdo de MAPKs e
PI3K/AKT e seus alvos pelo Zn e Mn durante o desenvolvimento do
SNC necessitam ser investigadas.

1.2.2 A Sinalizagdo de DARPP-32

Os ganglios da base recebem a maior parte de suas conexdes
através do estriado, que é constituido principalmente pelos neurénios
médios espinhosos. Sistemas glutamatérgicos corticolimbico-
talamicos e dopaminérgicos mesencefalicos convergem nos
neurbnios GABAérgicos estriatais (GERFEN, 2004). Esses
neurdnios possuem uma proteina chamada fosfoproteina de 32 kDa
regulada por dopamina e AMPc (DARPP-32), que é um mediador
chave do processamento de sinais (WALAAS; ASWAD;
GREENGARD, 1983; Ql; MILLER; VOIT, 2010). Em resposta a
dopamina, DARPP-32 medeia uma variedade de efeitos bioquimicos
e fisiologicos (GREENGARD; ALLEN; NAIRN, 1999;
SVENNINGSSON et al., 2004), incluindo atividade de canais
ibnicos de membrana, atividade de fatores de transcricdo e regulacédo
da expressdo génica (FIENBERG et al., 1998; FIENBERG,;
GREENGARD, 2000). Além disso, a DARPP-32 tem funcdes
importantes no comportamento, como altera¢des na atividade motora
(SANTINI et al., 2007; BOTSAKIS et al., 2010; LEBEL et al., 2010;
POLISSIDIS et al., 2010). Além dos sinais dopaminérgicos,
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DARPP-32 processa sinais excitatorios glutamatérgicos do cortex
cerebral, que sdo igualmente cruciais para o estriado (NISHI et al.,
2005). Quando a DARPP-32 é fosforilada no residuo de Thr-34, pela
PKA (via ativacdo de receptor dopaminérgico D1), inibe a proteina
fosfatase-1 (PP1) e, quando fosforilada em Thr-75 pela Cdk5, inibe a
PKA (FIGURA 6) (GREENGARD, 2001; SVENNINGSSON et al.,
2004). Assim, DARPP-32 serve como um elemento centralizador
para a recep¢do, integracdo e processamento de sinais a partir de
diversos neurotransmissores e constitui um elemento-chave no
circuito cortico-estriato-palido-talamo-cortical (SVENNINGSSON et
al., 2004). Portanto, devido ao fato do estriado ser um importante
alvo da neurotoxicidade do Mn (YAMADA et al., 1986; ERIKSON
et al., 2007; AVILA et al., 2008; ROTH, 2009) e de que este metal
interfere acentuadamente na transmissdo dopaminérgica €
glutamatérgica (ERIKSON; ASCHNER, 2002; ERIKSON; SUBER;
ASCHNER, 2002; TAKEDA, 2003; ERIKSON et al., 2007,
PRABHAKARAN et al., 2008; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et
al., 2009), a proteina DARPP-32 pode se caracterizar como um
importante alvo da toxicidade do Mn.
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Figura 6. Regulagdo de DARPP-32 por fosforilagdo e suas acoes.




45
Introducédo

1.3 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO E
TOXICIDADE

A capacidade de metais como chumbo, merculrio, cadmio,
zinco e manganés em produzir alteragfes do desenvolvimento e
predispor ou causar processos neurodegenerativos como Parkinson e
Alzheimer tém tido ampla relevancia (OKUDA et al., 1997; COSTA
et al., 2004; BASHA et al., 2005; BOLIN et al., 2006; COON et al.,
2006; MONNET-TSCHUDI et al., 2006; ROOS; VESTERBERG,;
NORDBERG, 2006; YOKEL, 2006; ERIKSON et al., 2007
VERINA; ROHDE; GUILARTE, 2007). Apesar da neurotoxicidade
de metais como o chumbo e o mercurio estar bem estabelecida, os
efeitos de outros metais no encéfalo, como o Zn e 0 Mn, tem
despertado grande interesse, principalmente no SNC em
desenvolvimento (GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006; ERIKSON
et al., 2007; HAFEMAN et al., 2007; WASSERMAN et al., 2008;
MORENO et al., 2009a,b).

O encéfalo em desenvolvimento é caracteristicamente muito
mais susceptivel ao dano causado por agentes toxicos, comparado ao
encéfalo do adulto (RODIER, 1995; BONDY; CAMPBELL, 2005;
GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006). O SNC continua a se
desenvolver no periodo pds-natal, e a alta vulnerabilidade permanece
por muito tempo, da infancia a adolescéncia. Embora muitos
neurdnios formam-se ao nascimento, uma substancial aceleracdo da
sintese de DNA, RNA e proteinas, migracdo neuronal, crescimento
de células gliais (particularmente da astroglia, o principal local de
captacdo de glutamato e metais) e a mielinizagdo de axonios
continuam apds o nascimento, em um rapido periodo de
desenvolvimento (GOTTLIEB; KEYDAR; EPSTEIN, 1977,
RODIER, 1995; RICE; BARONE, 2000; TKAC et al., 2003). Os
periodos fetais finais e o periodo neonatal revelam alteracdes
regionais significantes na estrutura do encéfalo, na funcdo e na
neuroquimica dos tecidos (TKAC et al., 2003). O cérebro do rato
entre os dias p6s-natal 7 e 28 (PN7-28) é um modelo estabelecido
para estudos de desenvolvimento do encéfalo humano, onde o animal
PN7 corresponde em neurodesenvolvimento com o feto humano em
aproximadamente 34 semanas de gestacdo, e o animal PN28
corresponde a crianca entre 2 e 3 anos de idade (DOBBING, 1990).

Os periodos pré-desmame e poés-desmame inicial coincidem
com o desenvolvimento das vias dopaminérgicas em regides
encefalicas como o cortex pré-frontal, nlcleo acumbens, e estriado
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dorsal, que sdo fundamentais na regulacdo de comportamentos de
funcBes executoras, que envolvem a aprendizagem, memoria e
atencdo, bem como do funcionamento motor (BROADDUS;
BENNETT, 1990a,b; PACKARD; KNOWLTON, 2002; LEO et al.,
2003; GOTO; GRACE, 2005; ARNSTEN, 2006; LOZOFF;
GEORGIEFF, 2006). Portanto, devido ao fato de que o sistema
dopaminérgico é um alvo sensivel ao Mn, a exposi¢do precoce ao
metal pode resultar em déficits de memoria, aprendizado e atencéao
através de seus efeitos nas estruturas em desenvolvimento (KERN;
STANWOOD; SMITH, 2010). De modo semelhante, o hipocampo
também se desenvolve rapidamente durante a vida fetal final e
neonatal inicial em roedores e em seres humanos. No momento do
nascimento no ser humano, o hipocampo tem importantes conexdes
estabelecidas e ha alto grau de dendritogénese e sinaptogénese
(LOZOFF; GEORGIEFF, 2006). O hipocampo é essencial para o
processamento da memoria de reconhecimento. Em particular, o
hipocampo dorsal, incluindo &reas da regido CAl, é considerado
importante nas alteragdes bioquimicas e estruturais de curta e longa
duracdo, envolvidas na codificacdo de eventos de memoria
declarativa em seres humanos (LOZOFF; GEORGIEFF, 2006,
BIRD; BURGESS, 2008). Dessa forma, a exposi¢do do hipocampo
em desenvolvimento ao Zn, principalmente em condigfes
patolégicas como isquemia e epilepsia neonatal, pode resultar em
distdrbios neuroldgicos graves.

Assim, o presente trabalho buscou a compreensdo das agdes
de metais (Zn e Mn) em periodos especificos importantes do
desenvolvimento do SNC, sobre as proteinas cinases e alguns de seus
alvos e sua participacdo nos mecanismos de viabilidade celular e
estresse oxidativo, bem como de parametros metabolicos e
comportamentais motores. Para tanto, foram utilizados ratos em
desenvolvimento entre as idades PN8 e PN29. Muito pouco se sabe
sobre os efeitos dos metais no SNC em desenvolvimento,
particularmente no que diz respeito ao risco potencial, representado
por exposicdes no inicio da vida, de predispor alteracdes
neuroldgicas em periodos posteriores do desenvolvimento e na vida
adulta (ERIKSON et al., 2007; HAFEMAN et al., 2007; MORENO
et al., 2009a,b; KERN; STANWOOD; SMITH, 2010; KERN;
SMITH, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho foi determinar o envolvimento
das vias das MAPKs e AKT na neurotoxicidade in vitro do Zn no
hipocampo de ratos em desenvolvimento, e determinar alteragdes
neuroquimicas no corpo estriado de ratos em desenvolvimento
provocadas pela exposicdo in vivo ao Mn. Nesse sentido, foram
avaliados pardmetros da sinalizacdo intracelular e aspectos
metabdlicos celulares (fungdo mitocondrial, inducdo de estresse
oxidativo). Adicionalmente, pretendeu investigar possiveis alteracdes
comportamentais motoras nos animais expostos ao Mn.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Neurotoxicidade do Zinco sobre o hipocampo em um
protocolo de exposicdo in vitro (artigo 1)

a) Determinar os efeitos do Zn in vitro sobre parametros de
viabilidade celular, em fatias hipocampais de ratos em
desenvolvimento (14 dias de idade; PN14);

b) Investigar a capacidade de modulacdo da fosforilagdo de
MAPKSs e AKT em fatias hipocampais de ratos em desenvolvimento
(PN14) expostas ao Zn in vitro;

c) Avaliar a possivel participacdo das vias das MAPKs e AKT
na modulacao da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos
em desenvolvimento (PN14) expostas ao Zn in vitro.

2.2.2 Neurotoxicidade do Manganés sobre o corpo estriado e
parametros comportamentais em protocolos de exposi¢do in vivo
durante o periodo pos-natal 8-12 (PN8-12) (artigo 2) e PN8-27
(artigo 3)

a) Avaliar a modulacdo da fosforilacdo de MAPKs e AKT no
corpo estriado de ratos expostos ao Mn in vivo (dia PN8-12 e PN8-
27);



48
Obijetivos

b) Determinar a modulacdo da expressao/fosforilacdo pelo Mn
do fator de transcricdo CREB no corpo estriado de ratos expostos in
vivo (PN8-12 e PN8-27);

c) Determinar no corpo estriado de ratos em desenvolvimento
(PN8-12 e PN8-27) a modulagéo in vivo pelo Mn da fosforilagéo de
DARPP-32, nos sitios Thr-34 e Thr-75;

d) Avaliar possiveis alteragdes morfoldgicas degenerativas,
que podem ocorrer no SNC, frente & exposi¢cdo ao Mn (PN8-12 e
PN8-27);

e) Avaliar uma possivel ocorréncia de apoptose, pelo aumento
da atividade de caspases, no corpo estriado dos ratos expostos ao Mn
(PN8-12 e PN8-27);

f) Determinar possiveis aumentos na produgdo de EROs e de
F,-isoprostanos (F,-1soPs) no corpo estriado de ratos expostos in vivo
ao Mn (PN8-12 e PN8-27);

g) Caracterizar uma possivel toxicidade in vivo do Mn sobre a
atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial no
corpo estriado dos ratos (PN8-12 e PN8-27);

h) Avaliar alteragdes comportamentais motoras (coordenacao
motora e locomogao) dos ratos expostos ao Mn (PN8-12 e PN8-27);

i) Determinar a participagdo do estresse oxidativo nos
mecanismos de neurotoxicidade do Mn in vivo, através do uso do
antioxidante &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox®), avaliando a modulacio das vias de sinalizagdo
intracelular, producdo de EROs e F,-1soPs, ativacdo de caspases e
desempenho dos ratos em atividades de coordenacdo motora e
locomogéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EXPERIMENTOS IN VITRO COM ZINCO
3.1.1 Reagentes

Os anticorpos primarios anti-JNK1/2, anti-ERK1/2 e anti-
p38"A”X, os inibidores de cinases SB203580, SP600125 e LY 294002
e o cloreto de zinco (ZnCl,) foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO,
EUA). Os anticorpos primarios anti-fosfo-ERK1/2, anti-fosfo-
INK1/2, anti-fosfo-p38™A°K anti-AKT e anti-fosfo-AKT e o inibidor
de cinase U0126 foram adquiridos da Cell Signaling (Beverly, MA,
EUA). Acrilamida, bis-acrilamida, p-mercaptoetanol, Hybond®
nitrocelulose,  3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil  brometo de
tetrazélio (MTT), dodecil sulfato de sodio (SDS), Tris, anticorpo
secundario (anti-coelho-1gG conjugado a peroxidase) e reagentes de
deteccdo por quimiluminescéncia (ECL®) foram obtidos da GE
Healthcare Life Sciences (Piscataway, NJ, EUA). Todos o0s outros
reagentes utilizados eram de grau analitico.

3.1.2 Animais

Ratos (Rattus novergicus) linhagem Wistar de ambos 0s sexos
com 14 dias de idade pds-natal (PN14) foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os ratos
foram utilizados nos procedimentos experimentais imediatamente
apés o recebimento, sendo manipulados e mortos de acordo com o
cddigo de ética de utilizacdo de animais para pesquisa, conforme
protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (PP
00345/CEUA-UFSC).

3.1.3 Preparacdo de Fatias Hipocampais e Tratamentos in vitro

Os procedimentos de preparagdo de fatais hipocampais foram
realizados conforme estudos anteriores (LEAL et al., 1997;. GONG
et al., 2001;. CORDOVA et al., 2004). Os ratos foram mortos no dia
PN14. Os cérebros foram removidos e os hipocampos dissecados em
tampdo HEPES-salina (NaCl 124 mM, KCI 4 mM, MgSO,4 1,2 mM,
glicose 12 mM, CaCl, 1 mM e HEPES 25 mM, pH 7,4, 4 °C),
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previamente oxigenado por 30 min. Fatias de hipocampo de 400 um
de espessura foram confeccionados em um fatiador de tecidos
(Mcllwain Tissue Chopper, The Mickle Laboratory Engineering Co.
Ltd., Guildford, Surrey, Reino Unido). As fatias foram
individualmente pré-incubadas em tampdo HEPES-salina (300
ulL/fatia) por 30 min. em temperatura ambiente. O meio foi
substituido por tampéo fresco na auséncia (controle) ou presenga de
ZnCl;, (1-100 uM) e incubadas (a 35 °C) por 1-3 h.

A modulacéo da fosforilacéo de p38™*"K, ERK1/2, INK1/2 e
AKT e seu papel nos efeitos do Zn foi estudada pela adicdo de 10
uM de SB203580 (inibidor de p38™*°X), 25 uM de U0126 (inibidor
de MEK1/2), 30 uM de SP600125 (inibidor de JNK1/2) e 20 uM de
LY294002 (inibidor de PI3K), durante os periodo de pré-incubagéo e
incubagdo. Os niveis de proteina total foram estimados pelo método
descrito por Peterson (1977).

3.1.4 Teste de Viabilidade Celular

A viabilidade celular nas fatias hipocampais foi mensurada
através do teste de reducdo do MTT. Ap6s o periodo de tratamento,
as fatias foram incubadas com MTT 0,05% em tampdo HEPES-
salina durante 30 min. (35 °C) em placas de 96 pocos. O MTT é
convertido em formazan pdrpura ap6s a clivagem do anel de
tetrazélio por desidrogenases mitocondriais. O formazan é entdo
dissolvido pela adigdo de dimetilsulfoxido (DMSQ), resultando em
um composto colorido com densidade dptica medida em leitor de
ELISA (A =550 nm) (LIU et al., 1997;. MOLZ et al., 2005).

3.1.5 Western Blot

Apds os periodos de incubacdo, as fatias foram solubilizadas
em Tampédo de Amostra (SDS 4%, EDTA 2 mM, B-mercaptoetanol
8%, e Tris 50 mM, pH 6,8). As proteinas (60 ug de proteina
total/poco) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) (miniVE Vertical
Electrophoresis System®, GE Healthcare Life Sciences, Piscataway,
NJ, EUA) utilizando gel 10% (CORDOVA et al., 2004). As
proteinas do gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(1,2 mA/cm?; 1,5 h) utilizando-se um aparelho de eletrotransferéncia
“semidry” (TE 70 SemiPhor® Unit, GE Healthcare Life Sciences,



51
Materiais e Métodos

Piscataway, NJ, EUA), como descrito por Bjerrum e Heegaard
(1988). As membranas foram bloqueadas 1 h com leite desnatado 5%
em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). As formas fosforilada
e total de ERK1/2, p38M*°X INK1/2 e AKT, foram detectadas com o
uso de anticorpos especificos diluidos em TBS-T contendo
soroalbumina bovina (BSA) (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20
0,05%, BSA 2,5%, pH 7,5) nas dilui¢des, 1:1.000 (anti-fosfo-
ERK1/2, anti-fosfo-p38™4"¥,  anti-fosfo-INK1/2, anti-INK1/2 anti-
fosfo-AKT-Ser-473 e anti-AKT), 1:10.000 (anti-p38™*"¥, anti-
JNK1/2) e 1:40.000 (anti-ERK1/2). As rea¢fes foram desenvolvidas
por quimiluminescéncia e reveladas com o uso de filme radiogréfico
especifico (Amersham Hyperfilm®, GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, EUA). Todas as etapas de blogueio e de incubagéo
foram seguidas por trés lavagens (5 min. cada) das membranas com
TBS-T. A densidade dptica das bandas foi quantificada com o
programa Scion Image® (Frederick, MD, EUA) e os niveis de
fosforilagcdo foram obtidos pela relacdo das densidades dpticas das
formas fosforilada/total (POSSER et al., 2007).

3.1.6 Analise Estatistica

Os dados sdo expressos como porcentagem em relagdo ao
controle (considerado 100%). Os resultados foram analisados pelo
teste ANOVA de uma via, seguido do teste Duncan quando
apropriado. Os resultados foram considerados significativos quando
p <0,05.

3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO COM MANGANES
3.2.1 Reagentes

Os anticorpos primarios anti-ERK1/2, anti p38™"X anti-
JNK1/2 e o cloreto de manganés (MnCl,) foram obtidos da Sigma
(St. Louis, MO, EUA). Os anticorpos anti-fosfo-CREB, anti-CREB,
anti-fosfo-ERK1/2, anti-fosfo-p38™*°X, anti-fosfo-JNK1/2, anti-
AKT, anti-fosfo-AKT, anti-DARPP-32, anti-fosfo-DARPP-32-Thr-
34 e anti-fosfo-DARPP-32-Thr-75 foram adquiridos da Cell
Signaling (Beverly, MA, EUA). Anti-B-actina foi adquirido da Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). Acrilamida, bis-
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acrilamida, B-mercaptoetanol, Hybond® nitrocelulose, Amersham
Hyperfilm ECL®, dodecil sulfato de sédio (SDS), Tris, anticorpo
secundario (anti-coelho-1gG conjugado a peroxidase) e reagentes de
deteccdo ECL® foram obtidos da GE Healthcare Life Sciences
(Piscataway, NJ, EUA). Acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroman-2-
carboxilico (Trolox®) foi obtido da Calbiochem (La Jolla, CA,
EUA). O substrato fluorescente N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-
4-metilcumarina (DEVD-AMC) foi obtido da Biomol (Plymouth
Meeting, PA, EUA). 2°,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH2-
DA) foi adquirido da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Todos os
outros reagentes utilizados eram de grau analitico.

3.2.2 Animais

Nos protocolos experimentais in vivo foram utilizados ratos
(Rattus novergicus) linhagem Wistar fornecidos pelo Biotério
Central da UFSC, com idades entre oito e 29 dias pds-natal para o
estudo das a¢Bes do Mn sobre o SNC. Os animais foram mantidos
(sala climatizada, 23 + 1 °C, ciclo claro/escuro 12 h, racdo comercial
e 4gua a vontade), manipulados e mortos de acordo com o cddigo de
ética de utilizagdo de animais para pesquisa, conforme protocolo
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (PP
00345/CEUA-UFSC).

3.2.3 Tratamentos in vivo com Manganés

Para a realizacdo dos experimentos in vivo, foram utilizadas
ninhadas de oito animais (divididos em quatro grupos; dois filhotes
para cada grupo). Os grupos foram tratados via intraperitoneal (i.p.)
com salina (NaCl a 0,9%; grupo controle) ou MnCl, 5, 10 ou 20
mg/Kg, durante cinco ou 20 dias. Os tratamentos de cinco dias foram
realizados no periodo de desenvolvimento entre 0 8° e 12° dia pds-
natal (PN8-12), conforme descrito por Rocha et al. (1995) e Cordova
et al. (2004). Os animais foram mortos no 14° dia pés-natal (PN14),
para realizacdo das andlises neuroquimicas (FIGURA 7A). Nos
experimentos de exposicdo ao Mn por 20 dias, os animais foram
tratados entre 0 8° e 0 27° dia p6s-natal (PN8-27), e foram mortos
com 29 dias de idade (PN29) (FIGURA 7B). Os pesos corporais dos
animais foram monitorados diariamente.
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PNO PN8 PN12 PN14 gy Corpo Estriado

S — Dosagem de metais

C ouMnCI, 5, 10 ou 20 mg/kg i.p. | Western Blot
B Histopatologia
Complexos mitocondriais

W Estresse oxidativo

Atividade de caspases

PNO PN8 PN27 PN29 Comportamento

T

’ C ou MnCl; 5, 10 ou 20 mg/kg i.p. I

Figura 7. Delineamento do protocolo de exposicéo in vivo ao manganés.
(A) Tratamento de cinco dias. (B) Tratamento de 20 dias.

Com o objetivo de verificar o envolvimento do estresse
oxidativo nos mecanismos de neurotoxicidade do Mn, foi utilizado o
antioxidante Trolox® concomitantemente com o metal (PENN;
TOLMAN; BULLARD, 1997; KUMAR; SUGENDRAN;
VIJAYARAGHAVAN, 2001; USUKI et al., 2001; DORFMAN et
al., 2006). Para isso, utilizaram-se ninhadas de oito animais,
divididas em quatro tratamentos (dois filhotes para cada grupo):
salina (NaCl 0,9% i.p., controle), MnCl, 20 mg/kg i.p., Trolox® 1
mg/kg i.p., MnCl, 20 mg/kg mais Trolox® 1 mg/kg ip (injetado 10
min. antes do Mn) (FIGURA 8). Os tratamentos também foram
realizados nos mesmos periodos de idade, como descrito acima. Para
0S experimentos comportamentais, os animais foram mantidos até os
37 dias de idade, objetivando uma padronizacgdo etaria para analises
das alteracdes e obtencdo de um minimo desenvolvimento corporal
para os testes.
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A
DIAS
PNO PN8 PN12 PN14 ‘
— Corpo Estriado
C,Mn, Trou Mn + Tr Western Blot
B Estresse oxidativo
— Atividade de caspases
m Comportamento
PNO PN8 PN27 PN29

C,Mn, Trou Mn + Tr

Figura 8. Delineamento do tratamento in vivo com manganés e Trolox®.
(A) Tratamento de cinco dias. (B) Tratamento de 20 dias.

3.2.4 Dosagem de Metais no Encéfalo

As concentragdes teciduais de Mn e Fe foram determinadas
por espectroscopia de absorcdo atomica (Varian AA240°, Varian,
Inc., Palo Alto, CA, EUA), de acordo com Fitsanakis et al. (2008)
pela equipe do professor Michael Aschner, da Vanderbilt University
Medical Center, Nashville, TN, EUA. O estriado, 0 hipocampo e 0
cortex cerebral foram digeridos em &cido nitrico ultra puro (em
diluicdo 1:10 peso/volume) por 48-72 h em banho-Maria (60 °C).
Cem pL de tecido digerido foram elevados a 1 mL de volume total
com 4cido nitrico 2%. A mistura foi entdo centrifugada e o
sobrenadante foi utilizado para analise. Figado de bovino (10 ug de
Mn/L) foi digerido em &cido nitrico ultra puro, e usado como um
padrdo interno para analise. Os dados sdo expressos em ug do
metal/g de tecido e os valores sdo apresentados como média +
E.P.M.

3.2.5 Western Blot
Nos estudos da acdo in vivo do Mn, ao final dos tratamentos o

corpo estriado foi dissecado para andlise. Para o preparo das
amostras, a estrutura foi homogeneizada em Tampdo de Amostra
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(200 mM de Tris, 40 mM de EDTA, 4% de SDS, pH 6,8), relacdo
p/v (0,25 g tecido/mL) e o homogenato foi fervido por 5 min. Sobre
essa solugdo de amostra foi adicionado Tampdo de Diluicdo na
propor¢do de 1:4 (40% glicerol, 50 mM de Tris e azul de
bromofenol) e B-mercaptoetanol na concentracdo final de 5% (v/v).
As proteinas totais das amostras foram dosadas pelo método de
Lowry modificado (PETERSON, 1977) e foram separadas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE;
miniVE Vertical Electrophoresis System®, GE Healthcare Life
Sciences, Piscataway, NJ, EUA). As proteinas foram transferidas
para nitrocelulose em sistema “semidry” (TE 70 SemiPhor® Unit,
GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) e as formas
totais e fosforiladas foram identificadas através do uso de anticorpos
especificos para ERK1/2, INK1/2, p38™A°K AKT, CREB e DARPP-
32 (Thr-34 e Thr-75) (CORDOVA et al., 2004; LEAL et al., 2007).
A revelacdo dos immunoblottings foi realizada através de
quimiluminescéncia e a densitometria das bandas foi determinada
com o uso do programa Scion® Image (Frederick, MD, EUA) e os
niveis de fosforilagdo foram obtidos pela relagcdo das densidades
Opticas das formas fosforilada/total (POSSER et al., 2007). Os
resultados estdo expressos como porcentagem da razdo
fosforilada/total, em relacéo ao controle (100%) + E.P.M.

3.2.6 Histopatologia

Para avaliagdo morfolégica de possiveis alteracdes
degenerativas e de morte celular no SNC foi utilizada a técnica de
rotina para preparagdo de cortes histopatoldgicos do encéfalo dos
ratos ao final dos tratamentos (PN14 e PN29). As amostras foram
processadas pela equipe do professor Célso Pilati do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa
Catarina, Lages, SC, Brasil, e avaliadas de forma independente por
dois patologistas. O SNC dos animais tratados foi coletado e fixado
em paraformaldeido 4% tamponado, durante uma semana. Apés este
periodo, os tecidos foram desidratados gradativamente em etanol e
diafanizados em xilol. Posteriormente, foram incluidos em parafina
para confeccdo dos blocos, de onde se obteve cortes com 5 um de
espessura em micrétomo rotativo para parafina. Os cortes foram
desparafinados, reidratados e corados com hematoxilina e eosina,
sendo novamente desidratados e montados sobre I&mina e fixados
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com laminula e balsamo do Canadd (GRIMALDI FILHO, 1981;
TOLOSA et al., 2003). Todas as areas do encéfalo foram analisadas
e 0 cortex cerebral, estriado e hipocampo foram fotografados em
magnificacdo de 40x.

3.2.7 Atividade de Complexos da Cadeia Respiratoria

FracBes mitocondriais foram preparadas a partir do corpo
estriado dos ratos ao final dos tratamentos (PN14 e PN29), de acordo
com Latini et al. (2005). As estruturas foram homogeneizadas em 10
volumes de tampéo fosfato de potassio 5 mM, pH 7,4, contendo 0,3
M de sacarose, 5 mM de MOPS, 1 mM de EGTA e 0,1% de
albumina de soro bovino. O homogeneizado foi centrifugado a 1.500
X g por 10 min. a 4 °C, e o pellet foi descartado. O sobrenadante foi
entdo centrifugado por mais 10 min. a 15.000 x g, 4 °C, e o pellet foi
resuspenso no mesmo tampdo. FragBes mitocondriais rompidas
foram obtidas por congelamento/descongelamento triplo e
armazenadas a -20 °C. As atividades de NADH desidrogenase
(complexo 1), succinato desidrogenase (complexo Il) e citocromo ¢
oxidase (complexo 1V) foram analisadas segundo métodos descritos
por Schuck et al. (2007) com o uso do leitor de placas Infinite®
M200 (TECAN, Mannedorf, Suiga). As atividades dos complexos da
cadeia respiratéria foram calculados como nmol min/mg de
proteina™ ou mmol min™/mg de proteina™ + E.P.M.

3.2.8 Determinagdo de EROs e F,-1soPs

Ao término dos periodos de tratamento com Mn e/ou Trolox®
(ratos PN14 e PN29), os animais foram mortos e as estruturas de
interesse dissecadas para andlise da geracdo de EROs e de F»-
isoprostanos (F,-1soPs). Para avaliacdo da geragdo de EROs, o corpo
estriado dos animais foi homogeneizado em tampéo fosfato de sédio
20 mM, pH 7,4, contendo 0,1% de Triton X-100 e 150mM de NaCl
na proporcdo de 1:5 (p/v). A homogeneizacdo foi realizada a 4 °C,
seguida de centrifugacdo a 10.000 x g durante 10 min. A
determinacdo de EROs nos sobrenadantes dos homogenatos foi
realizada em placas de 96 pogos através da incubacéo de 0,01 mg de
proteina da amostra diluida em PBS com 40 nM de DCFH2-DA,
durante 30 minutos a 37 °C, ao abrigo da luz. A quantificacdo da
fluorescéncia verde foi realizada em espectrofluorimetro (LS55,



57
Materiais e Métodos

Perkin-Elmer, Boston, MA, EUA) utilizando os comprimentos de
onda de excitacdo/emissdo de 480/520 nm (SAUER et al., 2003).
Uma curva analitica de DCF (3 a 25.000 pM) foi construida para a
analise dos resultados, os quais foram posteriormente normalizados
para serem expressos em porcentual do controle (100%) + E.P.M.

Como a producgdo excessiva de EROs pode induzir a oxidagao
de acidos graxos poliinsaturados de membrana, resultando em muitos
produtos de peroxidagdo lipidica, como os F,-1soPs, foi avaliada a
producdo da substancia no corpo estriado dos animais tratados. As
amostras foram analisadas pela equipe do professor Michael
Aschner, da Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN,
EUA. Os F,-IsoPs sdo considerados biomarcadores de estresse
oxidativo em estudos in vitro e in vivo (MILATOVIC et al., 2009;
MILATOVIC; MONTINE; ASCHNER, 2011). F,-1soPs totais foram
determinados pelo método de diluicdo de isétopos estaveis, com
deteccdo por cromatografia gasosa/espectrometria de massa e
monitoramento do fon seletivo, como descrito anteriormente
(MORROW,; ROBERTS, 1999; MILATOVIC; MONTINE;
ASCHNER, 2011). F,-IsoPs totais foram medidos no estriado
dissecado dos animais expostos in vivo a diferentes doses de Mn e/ou
Trolox® e armazenadas a -80 °C até a anélise. As estruturas cerebrais
foram homogeneizadas em solugdo de Folch e a camada de lipideos
extraida por evaporacdo com cloroférmio (MILATOVIC;
ASCHNER, 2009; MILATOVIC; MONTINE; ASCHNER, 2011) e,
em seguida, submetidos a saponificagdo quimica utilizando KOH
15% para hidrolisar os F,-1soPs ligados. Os homogeneizados foram
ajustados para pH 3, seguido pela adicéo de 0,1 ng de 15-F,a-1soP-
d4 como padrdo interno. Os F,-IsoPs foram posteriormente
purificados por C18 e extracdo de silica Sep-Pak e por cromatografia
em camada delgada. Foram entdo analisados por éster
pentafluorobenzil, um derivado do éter trimetilsilil, através de
cromatografia em fase gasosa, espectrometria de massa com
ionizacdo quimica de ions negativos.

3.2.9 Atividade de Caspase

Para avaliacdo da atividade da caspase-3 os estriados foram
homogeneizados a 4 °C na proporcdo 1:5 (p/v) em tampéo contendo
HEPES 10 mM (pH 7,4), KCI 42 mM, MgCl, 5 mM, PMSF 1 mM,
EDTA 100 uM, EGTA 100 uM, pepstatina A 1 ug/ml, leupeptina 1
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ug/ml, aprotinina 5 ug/ml, CHAPS 0,5% e DTT. Posteriormente, 25
ul deste homogenato foram adicionados a 75 pl do meio de reagédo
contendo HEPES 25 mM (pH 7,4), CHAPS 1%, EDTA 1 mM,
sacarose 10% e DTT 3 mM e 10 uM do substrato fluorogénico para
caspase-3 Ac-DEVD-AMC e incubados por 120 minutos a 37 °C. A
atividade da caspase-3 foi avaliada atraves da producdo do AMC
fluorescente monitorada em fluorimetro (LS55, Perkin-Elmer,
Boston, MA, EUA) utilizando o comprimento de onda para
excitagdo/emissdo de 380/465 nm. Os valores obtidos nas amostras
foram subtraidos da fluorescéncia dos brancos correspondentes sem
substrato (ZUSE et al., 2007). O resultado foi expresso em
porcentual em relagdo ao controle (100%) + E.P.M..

3.2.10 Avaliacao do Desempenho de Coordenagéo Motora

Para os testes de comportamento motor, 0s animais foram
mantidos até o dia PN37, objetivando a obtencdo de uma idade
minima para o desenvolvimento motor e fornecer avaliagGes
precoces de efeitos tardios da exposicdo ao Mn. Todos 0s animais
foram testados em rotarod com 22, 29 e 36 dias de idade (3, 4 e 5
semanas de idade) e no teste do campo aberto com 37 dias de idade
(FIGURA 9). Os animais foram habituados a sala de ensaio durante
1 h antes de iniciar os testes comportamentais, que foram realizados
durante a fase clara do ciclo circadiano (10:00-17:00 h).
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Testes
comportamentais
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Figura 9. Delineamento dos periodos de tratamento e testes
comportamentais.
(A) Tratamentos de cinco dias. (B) Tratamentos de 20 dias.

3.2.10.1 Teste do Rotarod

O rotarod foi utilizado para avaliar os efeitos dos tratamentos
com Mn elou Trolox® na coordenacdo motora dos animais
(AGUIAR et al., 2009). O aparelho rotarod de aceleracdo (Insight
Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) é composto de
um cilindro de metal com ranhuras (seis cm de diametro) e separado
em compartimentos com nove cm de largura, elevados a 16 cm.

A tarefa consistiu de duas etapas: condicionamento (treino) e
teste (JIANG et al., 2004). Primeiramente, os animais foram
condicionados no cilindro estacionario durante 30 s, seguido por um
periodo de 90 s no cilindro com rotacdo estacionaria em cinco RPM.
Os animais que falhavam nesta primeira etapa ainda eram
submetidos a no maximo duas sessdes adicionais de
condicionamento. A falha na terceira sessdo de condicionamento foi
critério de exclusdo para as sessdes de teste. Com este procedimento,
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0s animais apresentaram valores basais semelhantes para todos o0s
grupos.

Trinta minutos ap6s a Gltima sessdo de condicionamento, 0s
animais foram testados no rotarod e o tempo de laténcia da queda foi
gravado para determinar o grau de coordenacdo motora. O teste
consistiu de duas sessdes diarias do rotarod com duragdo méxima de
5 min, intervalos de 30 minutos entre as duas sessfes, iniciando a
velocidade de 5 RPM e com aumento de 0,1 RPM/s. Todos os
animais foram testados com 22, 29 e 36 dias de idade (3, 4 e 5
semanas de idade).

3.2.10.2 Teste do Campo Aberto

Para avaliarmos possiveis alteragdes motoras induzidas pelos
diferentes tratamentos utilizados (AGUIAR et al., 2009), os animais
foram testados no campo aberto circular (50 c¢cm altura x 60 cm
didmetro), confeccionando em acrilico transparente (Insight
Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), posicionado
dentro de uma sala com cdmera de video no teto. O experimento com
duracdo de 10 min foi gravado e a distancia percorrida, a velocidade
média, o numero de levantamentos (rearing) e de limpezas
(grooming) foram avaliados com o software de andlise
comportamental ANY-maze® (Stoelting, Wood Dale, Illinois, EUA).

3.2.11 Analise Estatistica

Os dados sdo expressos como média + EP.M. e a
significancia estatistica foi determinada pela analise de variancia de
uma via (ANOVA), seguida do teste post-hoc de Duncan ou
Newman-Keuls quando apropriado. O teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo Dunn post-hoc foi aplicado para a analise do rotarod.
Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

O presente trabalho resultou na confecgdo de trés artigos
cientificos, aceitos ou submetidos & publicacdo em periddicos
cientificos de circulagdo internacional, listados abaixo:

1) Short-term exposure to zinc induces phosphorylation of
MAPKs and AKT in immature hippocampal slices, submetido a
“Archives of Toxicology”.

2) In vivo manganese exposure modulates ERK, AKT and
DARPP-32 in the striatum of developing rats, and impairs their
motor function, aceito para publicacdo na “PLoS ONE”, fevereiro de
2012.

3) Oxidative stress is involved in striatal neurotoxicity of
manganese-exposed developing rats, em revisdo final para
submissdo.
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5 DISCUSSAO

5.1 NEUROTOXICIDADE IN VITRO DO ZINCO

A neurotoxicidade do Zn no hipocampo imaturo ndo tem sido
investigada. Os niveis sindpticos de Zn no hipocampo tém uma
variacdo ao longo do desenvolvimento, sendo que na idade PN16 se
aproxima de 10% do que se encontra em ratos adultos
(FREDERICKSON et al., 2006). Assim, a exposicdo de neurénios
hipocampais de individuos imaturos & niveis excessivos de Zn pode
resultar em danos importantes.

O foco principal deste trabalho foi estudar as agdes do Zn na
viabilidade celular e na fosforilagio de MAPKs e AKT no
hipocampo de ratos imaturos (PN14). Para isso, utilizamos fatias de
hipocampo, em um protocolo experimental em que a citoarquitetura
tecidual, a matriz extracelular e as conexdes intracelulares estdo
preservadas, com as interacdes entre células neuronais e gliais
mantidas de modo similar a uma situagdo in vivo (GONG et al.,
2001;. CORDOVA et al., 2004;. CORVOL et al., 2005; MOLZ et al.,
2005; NISWANDER; DOKAS, 2006).

Nossos resultados demonstram que o Zn (100 uM) por 2 h é
neurotéxico nas fatias hipocampais, uma vez que diminuiu a
viabilidade celular. Além disso, nesta concentragdo o Zn estimulou a
fosforilagdio de p38MA"K ERK1/2 e AKT e provocou uma
diminuicdo na fosforilagdo de JINK1/2.

A neurotoxicidade Zn (entre 80-150 uM) tem sido bem
demonstrada em culturas de neurénios corticais, em que o metal, de
forma dependente da concentragéo, causou a morte neuronal medida
pela liberagdo de LDH (CHEN; LIAO, 2003a,b). Resultados
similares também foram encontrados em culturas de astrécitos
corticais (KIM; JOE; HAN, 2003). Além disso, em células PC12 e
células embrionarias diferenciadas e imortalizadas do hipocampo, o
Zn (por 12-24 h) provocou uma queda significativa na viabilidade
celular, medidos pelo teste do MTT (SEO et al., 2001;. MIN; LEE;
CHUNG, 2007). Nosso estudo estd de acordo com observacoes
anteriores, mostrando que os efeitos do Zn em fatias de hipocampo
imaturo, também resultam em neurotoxicidade. Além disso, 0s
efeitos do Zn em fatias imaturas sobre a viabilidade celular ocorrem
em um periodo de exposicao relativamente curto (2 h).
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O mecanismo de reducdo da viabilidade celular pelo Zn pode
envolver muitos eventos, tais como a queda nos niveis de glutationa
(GSH) (CHEN; LIAO, 2003a,b;. KIM; JOE; HAN, 2003), estresse
oxidativo e diminuicdo na producdo de energia pela célula, pela
inibicdo de enzimas mitocondriais (DINELEY et al., 2003). Portanto,
a queda da viabilidade -celular nas fatias dos ratos em
desenvolvimento, medido pelo teste do MTT, pode ser secundaria a
estes efeitos.

Estudos demonstram que Zn (100 uM) pode modular as vias
das MAPKs e PI3K/AKT em culturas de células (AN et al., 2005b).
No entanto, ndo hd demonstracdo sistematica destes eventos em
fatias de cérebro, especialmente em um periodo crucial do
desenvolvimento, como o 14° dia p6s-natal (COSTA et al., 2004;
FREDERICKSON; KOH; BUSH, 2005). Os estudos que mostram a
ativacdo de ERK1/2 e AKT em fatias de cérebro adulto expostas in
vitro ao Zn, foram realizados com uma concentragcdo muito elevada
do metal (1 mM) (AN et al., 2005b). No entanto, neste estudo
demonstramos que Zn, numa faixa de concentracdo que pode ser
alcancada nas sinapses do hipocampo em algumas situagdes
patolégicas (FREDERICKSON; KOH; BUSH, 2005), diminui a
viabilidade das fatias hipocampais e ativa ERK1/2, p38"*" e AKT.

A p38M*°X tem sido classicamente implicada nos processos de
morte celular em varios modelos experimentais. No entanto, no SNC
a p38"X  pode desempenhar funges importantes no
desenvolvimento, diferenciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular
(MIELKE; HERDEGEN, 2000; HARPER; LOGRASSO, 2001;
TAKEDA,; ICHIJO, 2002; AOUADI et al., 2006). Em nosso estudo,
o inibidor de p38™A"K SB203580, aumentou a neurotoxicidade
dependente de Zn, sugerindo que em fatias hipocampais de ratos em
desenvolvimento a via da p38™*"" pode desempenhar um papel
neuroprotetor. Curiosamente, observamos resultados semelhantes no
mesmo protocolo em resposta a exposicdo ao cadmio (Cd) (RIGON
et al., 2008). Por outro lado, a incubacdo de fatias com os inibidores
de MEK1/2 e de PI3K ndo alterou a viabilidade celular (dados nao
mostrados), mas efetivamente inibiu os aumentos de fosforilagdo de
ERK1/2 e AKT induzidos pelo Zn. Estes resultados sugerem que a
ativacdo de ERK1/2 e AKT sdo eventos paralelos que ndo estdo
diretamente relacionados com a morte celular aguda observada nas
fatias hipocampais expostas ao Zn.
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Em culturas de neurbnios corticais, células 11C9 (fibroblastos
de embrides de hamster chinés) e células PC12, o Zn causou morte
de forma dependente da ativacdo de ERK1/2 (PARK; KOH, 1999;
SEO et al., 2001; KLEIN et al., 2006). Por outro lado, em células de
neuroblastoma SH-SY5Y, a ativacdo de ERKZL/2 pelo Zn foi
relacionada a um efeito anti-apoptotico (AN et al., 2005a). Além
disso, a ativacao de p38™*"* em culturas de células corticais, PC12 e
células de neuroblastoma nédo foi diretamente associada a alteracfes
na viabilidade celular (EOM et al., 2001; DANIELS et al., 2004; AN
et al., 2005b). A via da PI3K/AKT também pode ser ativada por Zn
em células de neuroblastoma e células embrionarias hipocampais,
sendo relacionada com a inducdo de morte celular (AN et al.,
2005a,b; MIN; LEE; CHUNG, 2007).

Estudos demonstram que o Zn (100 M) pode ativar JNK1/2
via PI3K em culturas de células corticais (EOM et al., 2001). Por
outro lado, encontramos uma inibi¢do de JNK1/2 pelo Zn 100 uM.
Williams et al. (2004) demonstraram que o complexo Zn-histidina
pode inibir a fosforilacdo de JNK1/2 pela diminuicdo do estresse
oxidativo. Além disso, foi demonstrado que a ativacdo de PISK/AKT
pela insulina provoca a inibicdo da fosforilagdo de JINK1/2 (HUI et
al., 2005). Portanto, como observamos uma forte ativacdo de AKT
por Zn (100 uM), é possivel que em fatias de hipocampo imaturo a
ativacdo de AKT poderia conduzir uma inibicdo da fosforilacdo
INK/1/2.

E evidente que os efeitos do Zn em MAPKs e PI3K/AKT,
bem como as suas consequéncias, podem depender do tipo celular,
da concentracdo do metal e do periodo de incubacdo, resultando em
inducdo de morte celular ou em efeitos anti-apoptdticos (PARK;
KOH, 1999; SEO et al., 2001; WILLIAMS et al., 2004; AN et al.,
2005a; KLEIN et al., 2006; MIN; LEE; CHUNG, 2007). Nossos
resultados contribuem para o entendimento de que, em fatias de
hipocampo imaturo, Zn de maneira tempo e concentracdo
dependente pode causar diminuicdo da viabilidade celular, paralela a
modulacdo de vias de sinalizacdo importantes, envolvidas na
regulacdo da neuroplasticidade hipocampal, desenvolvimento,
sobrevivéncia ou vias de morte celular.

As concentragfes de Zn utilizadas neste trabalho sdo muito
semelhantes as encontradas nas sinapses durante eventos
excitotoxicos graves. Além disso, estdo de acordo com a
concentracdo de metal utilizada em experimentos in vitro para
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avaliacio da neurotoxicidade do Zn. Por fim, entendemos que nossos
achados sdo clinicamente relevantes, porque sugerem que uma
sobrecarga de Zn, que pode ocorrer por hipdxia ou convulsbes
prolongadas no inicio da vida posnatal ou em fase intrauterina, pode
implicar em perdas celulares e alteragdes de vias de sinalizacdo
importantes para o desenvolvimento. Esses aspectos podem ter
consequéncias importantes, pois poderiam alterar o curso do
desenvolvimento fisiologico do hipocampo e provocar prejuizos
funcionais ou predispor a processos degenerativos na vida adulta ou
no periodo senil.

5.2 NEUROTOXICIDADE IN VIVO DO MANGANES

O Mn € necessario para 0s organismos Vivos, como um
elemento traco. Sua deficiéncia é incomum, pois est4d presente
naturalmente nos alimentos. Entretanto, o excesso de Mn em
conseqliéncia de uma exposi¢do cronica, ou mesmo aguda, nao é raro
e resulta em processos patologicos de diferentes tipos e severidades,
primariamente consistindo de danos irreversiveis ao SNC
(LAZRISHVILI et al., 2009). A intoxicacdo de individuos adultos
com o Mn produz desordens neurolégicas com caracteristicas
sintomaticas da doenga de Parkinson (ROTH, 2009). Evidéncias
histolégicas de encéfalos de animais experimentais e humanos
mortos por envenenamento crénico por Mn tém demonstrado que as
mais marcantes lesbes com morte neuronal ocorrem em estruturas do
sistema dopaminérgico nigro-estriatal (LAZRISHVILI et al., 2009).
Entretanto, uma questdo de grande relevancia na neurotoxicidade do
Mn é o entendimento dos efeitos do metal no organismo em
desenvolvimento. Atualmente, diversos trabalhos tém enfatizado a
guantidade excessiva de Mn em produtos comerciais para nutrigdo
parenteral, fornecidos principalmente a criancas lactentes, e a
ocorréncia de distdrbios neuroloégicos (SUZUKI et al., 2003;
ERIKSON et al., 2007; HARDY; GILLANDERS; HARDY, 2008;
HARDY, 2009; HARDY; MENENDEZ; MANZANARES, 2009). A
literatura mostra que ndo existem estudos considerando as
influéncias da toxicidade do Mn no SNC em desenvolvimento, sobre
a modulacgdo de vias de sinalizacdo intracelular e suas consequiéncias.
Os dados existentes relatam apenas distlrbios como estresse
oxidativo, alteragbes em neurotransmissores € receptores e
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anormalidades comportamentais (DORMAN et al., 2000; WEBER et
al., 2002; ERIKSON et al., 2007; AVILA et al, 2008;
McDOUGALL et al., 2008; WASSERMAN et al, 2008;
LUCCHINI; ZIMMERMAN, 2009; MENEZES-FILHO et al., 2009;
MORENO et al., 2009a,b). Nosso estudo mostra pela primeira vez
no SNC em desenvolvimento a modulagdo in vivo pelo Mn de
diversas vias de sinalizacdo intracelular como MAPKs, AKT e
DARPP-32.

Com o protocolo experimental utilizado no estudo, com
exposicdo ao Mn entre os dias PN8-12 (cinco dias) ou PN8-27 (20
dias), foi observada uma grande acumulagcdo de Mn no encéfalo dos
ratos tratados com o metal. Estudos mostram que as estruturas
encefalicas primariamente afetadas na intoxicacdo por Mn sdo os
nlcleos da base, como o corpo estriado, o globo palido e a substancia
negra (YAMADA et al., 1986; NORMANDIN et al., 2002; ROTH,
2009). Entretanto, nds observamos aumentos significativos nos
niveis de Mn também no hipocampo e no cértex cerebral, além do
estriado, nos animais PN14 e PN29. Porém, nossos dados
corroboram com estudos prévios, que demonstram que 0 Mn também
pode acumular em outras areas do SNC além dos nucleos da base,
tanto em animais jovens quanto em adultos (DORMAN et al., 2000;
NORMANDIN et al., 2002; MORELLO et al., 2008; MORENO et
al., 2009a; SCHNEIDER et al., 2009). Diversos trabalhos relatam
uma maior capacidade de acumulagdo do metal no SNC de humanos
e animais em desenvolvimento (ERIKSON et al., 2007; HAFEMAN
et al., 2007; HARDY, 2009; ROTH, 2009). Adicionalmente, estudos
relacionam baixos niveis corporais de Fe com aumento da
susceptibilidade a intoxicacdo pelo Mn, sugerindo que o metal
compete com o Fe no transportador transferrina e atravessa a barreira
hemato-encefalica imatura com facilidade (MENEZES-FILHO et al.,
2009). Assim, individuos em periodo neonatal ou estados anémicos
sd0 mais sensiveis a toxicidade do Mn, absorvendo e acumulando
mais metal no SNC (ERIKSON et al., 2007). Em nosso trabalho, os
tratamentos de ambos o0s grupos de ratos imaturos (expostos por 5 ou
20 dias) iniciaram com a mesma idade (PN8). Entretanto, nos
animais mais jovens (PN14) observou-se um aumento significativo
do acumulo de Mn em todas as doses utilizadas, enquanto que nos
animais PN29 houve actimulo significativo do metal somente nas
doses mais altas (10 e 20 mg/kg). Esta mudanca no perfil dos niveis
de Mn pode ocorrer devido a maturagdo da barreira hemato-
encefalica e/ou aumento fisiolégico gradativo dos niveis de Fe no
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rato juvenil, possibilitando um efeito compensatério no acumulo. O
Mn possui varias caracteristicas em comum com o Fe que incluem:
ambos sdo metais de transicdo, com valéncias de +2 e +3 em
condigOes fisioldgicas e tém raios idnicos similares. Além disso, Fe e
Mn se ligam fortemente & transferrina e se acumulam nas
mitocondrias. Baixos niveis de Fe estdo associados a aumentos de
captacdo de Mn e de retencdo no sangue (ROTH, 2006).

Além do acimulo de Mn, houve mudangas nos niveis
encefalicos de Fe nos animais tratados com o metal. Observou-se
aumento do Fe no corpo estriado dos animais PN14 e PN29, nas
doses de 10 e 20 mg/kg e no cortex cerebral dos animais PN14
tratados com a dose mais alta de Mn (20 mg/kg). Curiosamente,
varios estudos demonstram diminuicdo dos niveis de Fe no cérebro
em animais expostos a niveis excessivos de Mn (GARCIA et al.,
2006; GUILARTE et al, 2006; GUILARTE; CHEN, 2007;
HANSEN et al., 2009; FITSANAKIS et al., 2010). Entretanto, estes
animais apresentaram aumentos na expressdo de Tf no plasma e do
transportador DMT-1 e TfR no cerebelo, cdrtex, hipocampo,
mesencéfalo e estriado, além de aumento na capacidade de ligacao
da Tf ao Fe (GARCIA et al., 2006), o que possivelmente poderia
explicar os aumentos dos niveis de Fe observados no nosso estudo.

Estudos relacionam desequilibrios em outros metais de
transicdo (Fe, Cr, Cu, Zn, Co, Al) nos nucleos da base de animais
expostos ao Mn, com alteragcdes comportamentais (FITSANAKIS et
al., 2008; MORENO et al., 2009b), devido principalmente a uma
maior predisposicdo a ocorréncia de estresse oxidativo e morte
neuronal, ocasionados por favorecimento de reacGes de oxidagédo
(MORENO et al., 2009b). Nesse aspecto, nos animais PN14
observou-se a ocorréncia de aumento da produgdo de EROs, nas
doses de 10 e 20 mg/kg, em parte, possivelmente, pelo aumento dos
niveis de ferro. Diversos trabalhos demonstram o desencadeamento
de estresse oxidativo pelo Mn, em diferentes protocolos in vitro e in
vivo (ROTH; GARRICK, 2003; ZHANG; FU; ZHOU, 2004;
GUNTER et al., 2006; TAMM; SABRI; CECCATELLI, 2008;
ZHANG et al., 2008; BENEDETTO; AU; ASCHNER, 2009;
MILATOVIC et al., 2009; MILATOVIC et al., 2011). Tem sido
proposto que a inducdo da formacdo de EROs é o mecanismo
principal de neurotoxicidade do Mn (AVILA et al., 2008; ROTH,
2009; PARK; PARK, 2010; MILATOVIC et al, 2011),
desencadeada por prejuizos a funcdo mitocondrial e resultando em
morte celular, tanto apoptotica quanto necrética (ROTH; GARRICK,
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2003; ZHANG; FU; ZHOU, 2004; TAMM; SABRI; CECCATELLI,
2008; YIN et al., 2008; MILATOVIC et al., 2009). Nesse sentido,
alguns estudos mostram que o Mn é rapidamente captado pelas
mitocOndrias, onde promove a acumulagdo de célcio pela inibicdo de
exportadores dependentes ou ndo de sédio, ativagdo dos poros de
permeabilidade de transicéo e interferéncia na fosforilagdo oxidativa,
resultando em deple¢do de ATP (ROTH, 2009). Em nosso estudo, 0s
animais PN14 expostos ao Mn na dose de 10 e 20 mg/kg
apresentaram aumentos da atividade dos complexos mitocondriais | e
1. Porém, nos animais PN29 ndo houve alteracfes significativas na
atividade dos complexos mitocondriais (dados ndo mostrados).

Adicionalmente aos efeitos mitocondriais da neurotoxicidade
do Mn, a produgdo aumentada de EROs pode induzir a oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados de membrana, gerando uma ampla
gama de produtos da peroxidacdo dos lipidios. Uma das familias de
produtos sdo os F,-1soPs, moléculas tipo prostaglandina produzidas
pela peroxidacdo do &cido aracdbnico (MORROW; ROBERTS,
1999; MILATOVIC; ASCHNER, 2009; MILATOVIC; MONTINE;
ASCHNER, 2011). Em nosso estudo, o Mn aumentou
significativamente a producéo de F,-IsoPs nos animais expostos por
5 e por 20 dias ao metal, sugerindo que além da producéo de EROs e
disfuncdo mitocondrial, ha peroxidacdo dos lipidios de membrana
(MILATOVIC et al, 2009; MILATOVIC et al., 2011). E
interessante ressaltar que o Mn também induziu aumento na
atividade de caspases nos ratos PN14 e PN29, sugerindo que a
exposicao in vivo de ratos imaturos ao Mn altera no corpo estriado a
fungdo mitocondrial, com producdo de EROs, F,-IsoPs e
subsequente inducdo de morte celular apoptética.

Estudos demonstram que o Mn se acumula preferencialmente
na matriz mitocondrial (GAVIN; GUNTER; GUNTER, 1990;
TJALKENS et al.,, 2006; MORELLO et al.,, 2008). Quando um
excesso de EROs é produzido na mitocdndria, os sistemas de defesa
antioxidante sdo exauridos e um estado de estresse oxidativo se
estabelece, podendo levar ao dano mitocondrial. A producdo de
EROs durante a toxicidade quimica muitas vezes leva a alteracGes
das funcdes ligadas a energia (inibicdo da respiracdo induzida por
peroxidacdo de lipidios, colapso do potencial de membrana, do
transporte de ions). Essas mudancas podem prejudicar a capacidade
da mitocondria para manter diversas fungbes cruciais para a
viabilidade celular. A diminuicdo da producdo de energia
mitocondrial, associada ao aumento do estresse oxidativo cronico
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pode ativar poros de permeabilidade de transicdo mitocondrial e dar
inicio a apoptose (ZHANG; FU; ZHOU, 2004). Fatores pro-
apoptdticos dependentes da mitocdndria normalmente associados a
neurotoxicidade do Mn incluem a liberacdo de citocromo c, ativagdo
de caspase 3 e fragmentacdo do DNA (LATCHOUMY CANDANE
et al., 2005). A fim de investigar a participa¢do do estresse oxidativo
na neurotoxicidade do Mn sobre o corpo estriado dos ratos imaturos
expostos ao metal, noés utilizamos o antioxidante Trolox®
concomitantemente com o metal. Trolox® é um mimético sintético e
soltvel da vitamina E, e pode agir como um sequestrador de radicais
(FRANKEL, 2005). Varios estudos tém demonstrado que o Trolox®
age como um antioxidante melhor do que a vitamina E (SAGACH et
al., 2002; RASPOR et al., 2005), devido & seu melhor acesso aos
compartimentos hidrofilicos das células, bem como sua capacidade
de prender dois radicais peroxil lipidicos de membrana por molécula
(BARCLAY; VINQVIST, 1994). Dessa forma, em nossos estudos
foi observado reducéo significativa na produgdo de EROs (PN8-12),
F,-IsoPs e na atividade de caspases (PN8-27), sugerindo a
participagédo do estresse oxidativo, pelo menos em parte, no processo
de neurotoxicidade do Mn. Nossos resultados estdo em acordo com
estudos prévios que mostram a prevencao da produgdo de EROs por
antioxidantes como N-acetilcisteina (NAC), glutationa (GSH) e
vitamina C em preparacgdes mitocondriais expostas ao Mn (ZHANG,;
FU; ZHOU, 2004). Além disso, tratamentos com antioxidantes como
componentes organoteldricos e NAC sdo efetivos na protecdo contra
os efeitos tdxicos do Mn no encéfalo de ratos e em protocolos in
vitro de astrécitos em cultura (HAZELL et al., 2006; AVILA et al.,
2010).

Apesar da ocorréncia de aumento da atividade de caspases no
corpo estriado, observado no nosso estudo, ndo foram observadas
alteracdes histopatoldgicas nos ratos. Diferente da morte celular por
necrose, a apoptose caracteristicamente ocorre em células individuais
ou em pequenos aglomerados de um tipo especifico de células,
possui um curso total de 12-24 horas e ndo induz resposta
inflamatdria (JONES; HUNT; KING, 1997; RUBIN; STRAYER,
2008). Adicionalmente, células apoptoticas sdo rapidamente
engolfadas e digeridas por células vizinhas ou macréfagos. Isso torna
dificil observar as alteracdes morfoldgicas in vivo (KERR; WYLLIE;
CURRIE, 1972; HACKER, 2000). Restos parcialmente degradados
de corpos apoptoticos sdo dificeis de discernir histologicamente e a
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microscopia eletrbnica mostra que 0s corpos que podem ser
detectadas ao microscdpio de luz compbem apenas uma pequena
fracdo do numero total de restos celulares presentes (KERR;
WYLLIE; CURRIE, 1972).

Muitas das vias cléassicas de sinalizagdo intracelular
associadas com morte celular programada tém sido demonstradas
apds tratamentos com Mn. Entre elas observa-se a ativagao in vitro
de ERK, JNK e p38™*"¥ e de caspases (HIRATA et al., 2004; ITO et
al., 2006; GONZALEZ et al., 2008; PRABHAKARAN et al., 2008;
YIN et al, 2008; LI et al., 2010; PARK; PARK, 2010). Nos
demonstramos a neurotoxicidade in vivo do Mn no corpo estriado
dos ratos imaturos expostos nos periodos PN8-12 e PN8-27, com
alteracdes na atividade de complexos mitocondriais, formagao de
EROs, producdo de F,-1soPs e ativacdo de caspases. Além disso, nos
tratamentos utilizados o Mn aumentou a fosforilagdo de MAPKSs e
AKT. Tem sido demonstrado que o Mn modula as vias de
sinalizacdo intracelular em culturas de células. Entretanto, ndo ha
demonstracdo desses eventos in vivo, especialmente nos periodos
cruciais de desenvolvimento p6s-natal.

No6s observamos que o Mn estimulou a fosforilagdo de
ERK1/2 e AKT nos animais PN14. As vias da ERK e AKT séo
envolvidas em processos importantes como  proliferagéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular (SWEATT, 2001; BRAZIL,;
YANG; HEMMINGS, 2004). Entretanto, a ERK também pode estar
envolvida nos processos de morte celular (CHU et al.,, 2004;
SUBRAMANIAM; UNSICKER, 2006). Estudos in vitro com Mn
demonstram a participacdo de ERK1/2 e AKT na expressdo de iNOS
(BAE et al., 2006) e COX-2 (LIAO et al, 2007). Ito et al., (2006) e
Yin et al. (2008) demonstraram que o Mn produziu morte celular
apoptética pela via de sinalizacdo de ERK1/2, com ativacdo de
caspase-3. Adicionalmente, em nosso estudo com o uso do Trolox® a
fosforilagdo de ERKZL/2 diminuiu para os niveis do controle,
sugerindo que no corpo estriado dos ratos em desenvolvimento o Mn
poderia ativar ERK1/2 e caspases via estresse oxidativo.

A via da p38M*"* ¢ classicamente implicada em processos de
morte celular em diversos modelos experimentais. Porém, no SNC a
p38MA"X tem importantes funcées no desenvolvimento, proliferacdo,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular (MIELKE; HERDEGEN,
2000; HARPER; LOGRASSO, 2001; TAKEDA; ICHIJO, 2002;
AOQOUADI et al., 2006). No nosso estudo, foi observado aumento da
fosforilacdo de p38™*" no corpo estriado somente nos animais
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expostos no periodo PN8-27. Adicionalmente, ocorreu ativacdo de
AKT nestes animais expostos por 20 dias ao Mn. Varios estudos in
vitro tém demonstrado que a via da p38™A°K pode ndo ter
participacdo em processos de morte celular induzida pelo Mn
(HIRATA et al., 2004; ITO et al., 2006; TAMM,; SABRI;
CECCATELLI, 2008). Porém, num estudo utilizando linfocitos B
humanos, 0 Mn induziu morte celular apopt6tica com ativacdo de
caspase-8 e disfuncdo mitocondrial, via ativacido de p38MAPX
(MCHICHI et al., 2007). O envolvimento de MAPKSs na geracdo de
respostas ao estresse, bem como na sinalizagdo de varias citocinas e
fatores de crescimento tem sido extensivamente estudada, resultando
em efeitos tanto anti- quanto pro-apoptoticas. Uma variedade de
estimulos de estresse, incluindo metais, parece envolver a familia das
MAPKs no processo de apoptose, com resultados muitas vezes
controversos. O trioxido de arsénico, que é um conhecido potente
indutor de apoptose, ativa a cascata da p38™*" em linhagem de
células leucémicas, inibindo os processos de morte celular através da
ativagdo downstream da proteina cinase ativada por estresse 1
(MSK1) (GIAFIS et al., 2006; DOLNIAK et al., 2008). Ainda,
estudo em fatias hipocampais de ratos imaturos (PN14) expostas in
vitro ao Cd, mostrou um efeito protetor da via da p38™** na
viabilidade celular (RIGON et al., 2008). Por outro lado, outros
estudos mostram Ac/iue 0 estresse oxidativo em neurdnios pode levar a
ativacdo de p38™A"K com inducdo de apoptose dependente das
caspases 8 e 9 (CHOI et al., 2004). Nesse sentido, é interessante
ressaltar que o uso do antioxidante Trolox® em nosso protocolo
experimental de exposicdo in vivo ao Mn, reduziu a fosforilacédo de
p38M4"X a0 nivel do controle, corroborando com os resultados de
Choi et al. (2004).

A fosfoproteina DARPP-32, altamente expressa em neuronios
médios espinhosos do estriado (SVENNINGSSON et al., 2004), é
considerada uma proteina integradora de sinais nestas células.
DARPP-32 pode ser fosforilada no sitio Thr-34, via AMPc/PKA, em
resposta a ativacdo dopaminérgica de receptores D1. Nessa condi¢do
DARPP-32 se torna um potente inibidor de PP1. Por outro lado,
DARPP-32 pode ser fosforilada sobre o sitio Thr-75 via Cdk5 em
resposta a ativacdo glutamatérgica. Nesse caso DARPP-32 se torna
um inibidor da PKA. Portanto, esse processo permite alteragdes
substanciais no estado de fosforilacdo de uma diversidade de alvos
em funcdo da modulacédo de PP1 e PKA. DARPP-32 é implicada na
geracdo de respostas motoras, como observado em estudos que
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utilizaram psicoestimulantes que modulam a via AMPCc/PKA
(POLISSIDIS et al., 2010). Além disso, estudos demonstram que no
estriado de camundongos a fosforilagdo PKA-dependente de
DARPP-32 no sitio Thr-34 por canabindides pode ter relagdo com 0s
efeitos supressores da atividade motora produzido por estas
substancias (ANDERSSON et al., 2005; BORGKVIST; FISONE,
2007; BORGKVIST et al., 2008). Ainda, em modelos animais de
doenca de Parkinson e/ou submetidos a tratamento com L-DOPA, ha
demonstracdo de que aumentos na fosforilagdo de DARPP-32 em
Thr-34 e ativagdo de ERK1/2 no estriado estdo relacionados a
distdrbios comportamentais motores (SANTINI et al., 2007;
BOTSAKIS et al., 2010; LEBEL et al., 2010).

Apesar das evidéncias de participagdo da DARPP-32 no
controle motor, ndo ha nenhuma demonstracdo da relagdo entre
disturbios motores induzidos por Mn e modulacéo de DARPP-32 in
vivo. Nesse aspecto, avaliamos a fosforilagdo de DARPP-32 nos
sitios Thr-34 e Thr-75 no corpo estriado dos ratos em
desenvolvimento expostos ao Mn. De modo interessante,
observamos aumento da fosforilagdo de DARPP-32 no sitio Thr-34
nos ratos PN14 tratados com 5 e 10 mg/kg (no periodo PN8-12). De
maneira diferente, nos animais expostos durante o periodo PN8-27,
foi verificada uma pequena diminui¢do na fosforilagdo em Thr-34 e
somente na dose mais elevada de Mn (20 mg/kg). Entretanto, os
padr@es de fosforilagdo de DARPP-32 induzidas pelo Mn observados
no nosso estudo ndo se correlacionam com os prejuizos da atividade
de coordenagdo motora observada nos animais PN14 e PN29, em
comparacdo a literatura. Em ambos os periodos de tratamento, houve
significativo declinio motor dos animais no teste do rotarod na dose
de 20 mg/kg. Apesar dos animais PN29 tratados com 20 mg/kg
apresentarem simultaneamente prejuizo motor e diminuicdo da
fosforilaco em Thr-34 de DARPP-32, a literatura mostra que
alteraces do movimento estdo relacionadas ao aumento da
fosforilacdo neste sitio (ANDERSSON et al., 2005; BORGKVIST;
FISONE, 2007; SANTINI et al., 2007; BORGKVIST et al., 2008;
BOTSAKIS et al., 2010; LEBEL et al., 2010). Ademais, um estudo
in vivo realizado em primatas ndo humanos mostra uma correlacao
direta entre os niveis de acumulacdo de Mn nos nucleos caudado,
putdamem e globo palido com déficits comportamentais
(SCHNEIDER et al., 2009). Dessa forma, os resultados demonstram
que os prejuizos motores induzidos pelo Mn podem envolver outros
fatores, além da modulacéo da sinalizagcdo de DARPP-32 no estriado.
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Diversos estudos tém indicado decréscimo da atividade motora e
deficiéncia motora do tipo Parkinson em ratos e primatas nao
humanos expostos ao Mn, associados a uma pronunciada diminui¢do
da disponibilidade de dopamina no estriado e distirbios da
transmissdo gabaérgica (DOBSON; ERIKSON; ASCHNER, 2004;
PERL; OLANOW, 2007; JONES; MILLER, 2008; KHALID;
AOUN; MATHEWS, 2011; YANG et al, 2011). Adicionalmente,
estudos tém relacionado o estresse oxidativo estriatal, induzido pelo
Mn, com prejuizos comportamentais motores (AVILA et al., 2008).
Nesse sentido, ao utilizar o antioxidante Trolox® em nosso protocolo
experimental de exposi¢cdo ao Mn, observou-se significativa melhora
no desempenho de coordenagdo motora no teste do rotarod,
evidenciado nos animais expostos pelo periodo PN8-27, mas ndo nos
animais expostos por 5 dias (PN8-12). Ademais, no teste
comportamental do campo aberto, os animais expostos por 5 dias
(PN8-12) simultaneamente ao Mn e Trolox® apresentaram melhora
significativa na atividade de limpeza (grooming). Os animais
expostos por 20 dias (PN8-27) apresentaram tendéncia de melhora
das atividades comportamentais no teste do campo aberto.

O Mn é caracterizado por possuir uma taxa de eliminacdo
muito lenta do SNC, sendo considerado um elemento neurotdxico
cumulativo de longa duragdo. Em casos de exposi¢do de individuos
imaturos a niveis que excedem a capacidade homeostatica, uma
condicdo de sobrecarga pode se estabelecer com possiveis efeitos
tardios, resultando em aumento de risco de processos
neurodegenerativos como a doenca de Parkinson (LUCCHINI;
ZIMMERMAN, 2009). Portanto, as alteracdes observadas em nosso
estudo em importantes vias de sinalizacdo intracelular em resposta a
exposicdo a0 Mn em baixas doses e em periodos cruciais do
desenvolvimento cerebral neonatal, pode ser um aspecto importante
no aparecimento de manifestacdes neuroldgicas tardias. Também
deve ser considerado que as alteragcdes neuroquimicas observadas no
nosso estudo em resposta a baixas doses de Mn (5 e 10 mg/kg), que
ndo foram acompanhadas por alteracbes comportamentais imediatas,
podem contribuir no estabelecimento de alteracGes nos processos de
proliferacdo, diferenciacdo e plasticidade neural e resultarem em
déficits neuroldgicos no individuo maduro ou no envelhecimento
(FIGURAS 10 e 11). Dessa forma, nosso estudo se torna muito
relevante por indicar todos esses aspectos, especialmente a
possibilidade de alteracbes de componentes de sinalizacdo
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intracelular sem alteragdes comportamentais contundentes, mas que
representam  elementos  fundamentais de  controle  do
desenvolvimento neural, sobrevivéncia celular e especialmente do
processo complexo de neuroplasticidade, além de apontar para uma
possivel amenizagdo do quadro de neurotoxicidade através do
controle terapéutico do estresse oxidativo em individuos expostos ao
Mn. Ainda, o reconhecimento dos efeitos protetores do Trolox®
indica que as defesas antioxidantes dependentes da vitamina E
podem representar fatores importantes para atenuar os efeitos
neurotoxicos do Mn (MILATOVIC et al., 2011).
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Figura 10. Mecanismos de neurotoxicidade in vivo do Mn no corpo
estriado de ratos em desenvolvimento expostos por cinco dias.

As agdes toxicas do Mn em animais expostos por cinco dias (PN8-12) em
baixas doses envolvem a fosforilagdo de DARPP-32 no sitio Thr-34, com
possivel inibicdo de PP1, o que levaria a alteragBes na expressao génica,
sobrevivéncia e plasticidade neuronal. Em doses mais elevadas, o Mn
prejudica a funcdo mitocondrial, resultando em aumento da producdo de
EROs e de F,-IsoPs com ativacdo de ERK1/2, AKT e caspases. O
antioxidante Trolox® é capaz de reverter alguns dos parametros alterados
pelo Mn incluindo a producédo de EROs e ativagdo de ERK1/2.
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Figura 11. Mecanismos de neurotoxicidade in vivo do Mn no corpo
estriado de ratos em desenvolvimento expostos por 20 dias.

A neurotoxicidade do Mn em animais expostos por 20 dias (PN8-27) em
doses mais elevadas envolve aumento da fosforilagdo de p38™A™, da
producédo de F,-IsoPs e ativacdo de caspases, resultando possivelmente em
morte celular. Diminuicdo na fosforilagdo de Thr-34 da DARPP-32 pode
envolver a ativagdo de PP2B pelo influxo de célcio, através da desregulacao
da transmissdo glutamatérgica. Uma maior atividade de PP1 pode resultar
em defosforilagdo de diversas proteinas incluindo fatores de transcricéo.
Dessa forma, através da expressdo génica alterada, poderiam surgir efeitos
de morte celular e/ou alteracdo da plasticidade neuronal. O antioxidante
Trolox® reduz a fosforilagdo de p38™"”¥ a ativacdo de caspase 3 e a
producdo de F,-IsoPs. Em contrapartida a esses efeitos, observa-se tambhém
uma ativacdo de AKT nesse regime de intoxicagao.
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6 CONCLUSOES

6.1 NEUROTOXICIDADE IN VITRO DO ZINCO

a) No protocolo utilizado no presente trabalho, de exposicéo
in vitro de fatias de hipocampo de ratos em desenvolvimento (14 dias
de idade; PN14) ao Zn, observou-se que o metal na concentracéo de
100 puM diminui significativamente a viabilidade celular nos tempos
de 2 e 3 horas de incubago;

b) Foram observadas alteracdes da fosforilacdo de MAPKSs e
AKT em fatias hipocampais de ratos em desenvolvimento (PN14)
expostas ao Zn in vitro. O Zn (100 uM) aumentou a fosforilagéo de
p38MAPK de ERK1/2 e de AKT, além de diminuir a fosforilacdo de
JNK1/2 no tempo de 2 horas de incubagdo com o metal.

c) Através do uso de inibidores seletivos para as enzimas
ERK1/2, p38MAPK JNK1/2 e AKT, foi avaliado a participagdo destas
vias de sinalizacdo intracelular na modulagdo da viabilidade das
células em fatias de hipocampo de ratos em desenvolvimento (PN14)
expostas ao Zn (100 uM) in vitro. Dessa forma, observou-se que a
inibicdo de p38™*"K aumenta a queda de viabilidade celular induzida
pela exposicdo ao Zn, sugerindo que a enzima estd associada com
mecanismos de sobrevivéncia celular no protocolo utilizado.

6.2 NEUROTOXICIDADE IN VIVO DO MANGANES

a) O Mn alterou de forma significativa a fosforilagdo de
MAPKSs e AKT no corpo estriado de ratos expostos in vivo por cinco
ou 20 dias. Nos animais expostos no periodo entre 0 8° e 0 12° dia
pés-natal (PN8-12; avaliado aos 14 dias de idade, PN14), o Mn
aumentou a fosforilacdo de ERK1/2 e de AKT na dose de 20 mg/kg
e, Nos animais expostos entre 0 8° e 0 27° dia pds-natal (PN8-27;
avaliado no dia p6s-natal 29, PN29), o Mn aumentou a fosforilacdo
de p38M*"* e AKT na dose 20 mg/kg;

b) O Mn ndo alterou a expressao/fosforilacdo do fator de
transcricdo CREB no corpo estriado de ratos expostos in vivo, tanto
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nos animais expostos pelo periodo PN8-12 quanto no periodo PN8-
27;

c) A exposi¢do in vivo ao Mn pelo periodo PN8-12 e periodo
PN8-27 alterou a fosforilagdo de DARPP-32 no sitio Thr-34.
Entretanto, nos animais expostos por cinco dias houve aumento da
fosforilacdo no sitio Thr-34 nas doses de 5 e 10 mg/kg e nos animais
expostos por 20 dias houve diminuicdo da fosforilagcdo neste sitio na
dose de 20 mg/kg. Além disso, ndo foi observada uma relagdo entre
as alteracbes de fosforilagdo em DARPP-32-Thr-34 com as
alteracBes comportamentais motoras em ambos os periodos de
exposicao;

d) Em ambos os protocolos de exposigdo ao Mn utilizados no
presente trabalho (5 ou 20 dias de exposi¢do), ndo foram observadas
alteracdes anatomo-patoldgicas no SNC dos ratos, a despeito do
aumento da atividade de caspases (evento que sugere a ocorréncia de
apoptose) no corpo estriado em ambos os regimes de exposicéo. Tal
fato provavelmente se deve ao método de microscopia utilizado, que
nao favorece a identificacdo de morte celular apoptotica;

e) Nos animais PN14 (expostos por cinco dias) foi observado
aumento significativo da producdo de EROs e F,-isoprostanos (F,-
IsoPs). Ademais, nos animais PN29 (expostos por 20 dias), houve
aumento da producdo de Fp-IsoPs no corpo estriado, sugerindo
indugdo de estresse oxidativo no corpo estriado dos ratos imaturos
expostos ao Mn;

f) Adicionalmente a producdo aumentada de EROs no corpo
estriado dos animais PN14 (expostos entre PN8-12), os complexos
da cadeia respiratoria mitocondrial apresentaram alteracdes em suas
atividades, sugerindo uma possivel interligacdo entre producdo de
EROs, colapso mitocondrial, estresse oxidativo e ativacdo de
caspases;

g) O Mn induziu prejuizos comportamentais motores nos ratos
expostos durante os periodos PN8-12 e PN8-27. O Mn, na dose de
20 mg/kg diminuiu o tempo de laténcia para queda no teste do
rotarod, em ambos os periodos de exposicdo. Além disso, nos
animais expostos por 5 dias houve prejuizos no teste de campo
aberto relativo a distancia percorrida, velocidade e atividade de
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limpeza. Nos animais expostos por 20 dias (PN8-27), o0 Mn diminuiu
a distancia e a velocidade de ambulacdo. Dessa forma, evidenciaram-
se disturbios funcionais dos nucleos da base;

h) Através do uso do antioxidante Trolox®, foi determinada a
participacdo parcial do estresse oxidativo nos mecanismos de
neurotoxicidade do Mn in vivo, nos aspectos neuroquimicos e
comportamentais. O Trolox® foi capaz de atenuar os aumentos de
fosforilacio de ERK1/2 (animais exposto no PN8-12) e p3gM"k
(animais expostos no PN8-27) induzidos pelo Mn. Além disso, o
Trolox® atenuou a produgéo de EROs e de F,-IsoPs, além de reduzir
a ativagdo de caspases nos ratos imaturos expostos in vivo ao Mn.
Assim, fica evidenciado o envolvimento do estresse oxidativo em
alguns dos danos causados pela toxicidade do Mn no encéfalo de
ratos imaturos.
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