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RESUMO
O aluminio (Al) é o terceiro metal mais abundante na crosta terrestre, estando
presente em grandes quantidades no solo e na agua, sua alta biodisponibilidade o
torna um importante agente para o desequilibrio ambiental. Al é considerado um
agente neurotoxico e se acumula no sistema nervoso, sendo associado a varias
doencas neurodegenerativas. Assim, este estudo investigou os efeitos da exposicao
cronica ao cloreto de aluminio (AICI3) na cogni¢cdo, comportamento motor e estresse
oxidativo. Para isso, ratos Wistar adultos foram divididos em trés grupos: All (8,3 mg
/ kg / dia), Al2 (5,2 mg / kg / dia) e Controle (Agua destilada) expostos por via oral por
60 dias. ApOs o periodo de exposicao, parametros comportamentais, histolégicos, de
estresse oxidativo e quantificacdo dos niveis de aluminio no sangue foram
realizados. Ndo houve alteracbes no comportamento motor, houve mudanca em
apenas um parametro exploratorio e na cognicdo. Nao foram encontradas diferencas
na populacdo de neurbnios Purkinje entre 0os grupos experimentais. A exposicdo ao
Al aumentou os niveis desse metal no sangue, alterando também os parametros da
bioguimica oxidativa. Assim, podemos afirmar que a exposicdo ao Al em ratos em
doses equivalentes a exposicdo urbana é capaz de promover a quebra da
homeostase sanguinea, alterando o equilibrio bioquimico do hipocampo, gerando um
estado de estresse oxidativo e dano cognitivo, mas ndo sendo capaz de promover

mudancas significativas. o cerebelo e os parametros motores.

Palavras-Chave: aluminio, cognicdo, comportamento motor, estresse oxidativo



ABSTRACT

Aluminum (Al) is the third most abundant metal in the earth's crust, being present
in large amounts in soil and water, its high bioavailability makes it an important
environmental contaminant. Al is considered a neurotoxic agent and accumulates
in the nervous system, being this behavior associated with several
neurodegenerative diseases. However, little is known about its effects at doses
similar to human consumption in the nervous and biochemical systems. Thus,
this study investigated the effects of chronic exposure to aluminum chloride
(AICI3) on cognition, motor behavior and oxidative stress. For this, adult Wistar
rats were divided into three groups: All (8.3 mg / kg / day), Al2 (5.2 mg/ kg / day)
and Control (Distilled water) being exposed orally for 60 days. After the exposure
period, behavioral, histological, oxidative stress parameters and quantification of
aluminum levels in the blood were performed. There were no changes in motor
behavior, there was change in only one exploratory parameter and in cognition.
No differences were found in the population of the purkinje neurons between the
experimental groups. Exposure to Al increased levels of this metal in the blood,
also altering the parameters of oxidative biochemistry. Thus, we can affirm that
exposure to Al in rats, at doses equivalent to urban exposure and in potentially
safe doses are capable of promoting breakage of blood homeostasis, altering
hippocampal biochemical balance, generating a state of oxidative stress and
cognitive damage, not being able to promote significant changes in the

cerebellum and motor parameters.

Keywords: aluminum, cognition, motor behavior, oxidative stress
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1 INTRODUCAO
1.1 O Aluminio

O aluminio (Al) é o terceiro metal mais abundante na crosta terrestre,
estando presente em grandes quantidades no solo e na agua (Krewski et al.,
2007). Na natureza, ndo € encontrado na sua forma elementar, pois possui alta
afinidade pelo oxigénio, geralmente combina-se com 6xidos ou silicatos, sendo,
portanto, encontrado naturalmente em sua composicao idnica (Al*3) (Krewski et
al., 2007; Li et al., 2015).

A fonte natural de Al, é a Bauxita (AI(OH)2 + AIO(OH)), rica em formas
impuras de minerais de Al como gibbsita (AI(OH)2 e diasporo (AIO(OH), sendo
formado pela eroséo de rochas como a nefelina e argilas (Krewski et al., 2007;
Donoghue et al., 2014; Kvande e Drablgs, 2014). Deste minério, é extraida a
alumina (Al203), utilizada universalmente para a fabricacdo do Al primério
(Donoghue et al., 2014).

Este metal esta presente no cotidiano em varias formas, por possuir alta
resisténcia, ductibilidade, capacidade de conduzir energia e calor (Totten e
Mackenzie, 2003). E utilizado na industria de embalagens, materiais ddcteis,
bebidas, ligas condutoras para eletricidade e construcdo civil, aeronaves,
veiculos blindados, aditivos alimentares, drogas e cosméticos (Totten e
Mackenzie, 2003; Hirsch et al., 2006). Em sua reciclagem, 100% do metal é
reaproveitado com o minimo de perda na qualidade. Além do refinamento
primario, cerca de 7 milhdes de toneladas sao produzidas a partir de reciclagem.
A refundicdo requer apenas cerca de 5% da energia utilizada para produzir o
metal primério (Li et al., 2015; Mahinroosta e Allahverdi, 2018).

Além destas formas de utilizacdo, o Al pode ser conjugado com outros
elementos ionicos e formar sais. O mais conhecido é o cloreto de aluminio
(AICls), utilizado nos processos de tratamento da agua, por floculacao (Krewski
et al., 2007; Li et al., 2015; Exley, 2016), um processo rapido e de custo baixo,
guando comparado aos coagulantes inorganicos (Li et al., 2015). Outra
vantagem € que nado causa alteracdes no controle de qualidade da agua tratada,

tais como alcalinidade e turbidez da dgua. No entanto, h4 uma preocupacéo
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sobre quais sao os possiveis efeitos da exposicéo cronica ao Al em nivel

ambiental e humano (Rondeau et al., 2009; Exley, 2016).
1.2 Aspectos toxicolégicos do aluminio

A presenca do Al no ambiente ocorre geralmente por duas vias, a
primeira por processos naturais, como a formagé&o de rochas; e a segunda pelas
atividades humanas, como resultado do emprego do metal em processos
industriais, aumentando a concentracdo atmosférica deste metal e
contaminando efluentes residuais, que séo residuos provenientes de industrias.
(Matsumoto, 2000; Goonetilleke et al., 2005).

O aumento de poluentes no ambiente gera um constante aumento da
acidez atmosférica e como consequéncia disto, a ocorréncia de chuvas acidas
gue, por sua vez, acarretam altera¢des no pH tanto dos solos quanto das aguas
(W. Barabasz et al., 2002; Wang et al., 2010).

A rede hidrogréfica do Brasil é diversa e complexa, considerando as
multiplas espécies que dependem deste sistema para o seu desenvolvimento,
incluindo a flora e a fauna aquatica (Anderson et al., 2018). Nos rios brasileiros,
porém, sdo encontradas altas concentracdes de Al, devido a prépria natureza do
solo e por consequéncia das ac6es do homem (Lima et al., 2011; De Meyer et
al., 2017).

A bacia Amazénica, a maior bacia hidrografica do mundo, possui 3 vezes
a concentracdo de Al permitida pela OMS nos depdsitos arenosos subterraneos
(Santos et al., 1984; Lima et al., 2011; De Meyer et al., 2017). O rio Tieté, mesmo
nas regides da cabeceira, onde as condi¢cdes sdo mais favoraveis para a fauna
aguatica, em determinadas épocas do ano a concentracdo de Al chega a ser 18
vezes maior do que o tolerado por peixes, além disso o pH da agua € acido,
aumentando os efeitos toxicos deste metal (Da Silva et al., 2002; Mortatti et al.,
2013; Ussami e Martins Guilhoto, 2018)

De fato, como consequéncia do pH &cido das aguas e solos, ha um
aumento da solubilidade do Al, pois o mesmo sofre alteragdo da forma
particulada e organica, menos toxicas, para espécies de monémeros inorganicos
toxicos, tais como Al*, Al(OH)%*, Al(OH)?+ e AI(OH)* -) (Guibaud e Gauthier,
2003; Wang et al., 2010), que causam alteragbes no crescimento de plantas,

reducdo do numero colheitas e alteracéo das funcdes metabolicas ndo sé6 de
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plantas, como também de humanos e animais, devido a sua capacidade de
atravessar barreiras bioldgicas (W. Barabasz et al., 2002)(Santos et al., 1984;
Da Silva et al., 2002; De Meyer et al., 2017).

1.3 Exposi¢cao ao homem

A exposicdo humana ao Al ocorre pela ingestdo de alimentos, agua
potavel, produtos farmacéuticos e utensilios domésticos (Lin et al., 1997; Wang
et al., 2010; Poole et al., 2012; De Meyer et al., 2017). Um adulto consome entre
1 a 20 mg/dia de Al, oriundo das diferentes fontes de exposicdo. Atraves da
ingestao de alimentos, o consumo alcanca em média 8mg. Pessoas que utilizam
medicamentos que contém Al, podem consumir até 5g/dia (Atsdr, 2008; Jecfa,
2008; Who, 2010). Em zonas industriais, onde os niveis de Al no ar sdo mais
elevados, o consumo pode exceder 0,1mg/dia. Derivado da exposicao
ocupacional, os trabalhadores podem inalar entre 3,5 e 7 mg/dia de aluminio
(Jecfa, 2008).

Apesar dos alimentos serem a principal forma de exposi¢do do corpo ao
Al, a maior preocupacdo cientifica esta nas aguas de consumo publico. Isto
ocorre pois na agua o aluminio esta em sua forma mais biodisponivel, o que

facilita a sua absorcéo pelo organismo (Weng et al., 2002; Who, 2010).
1.4 Cinética do aluminio

O Al pode ser absorvido pelo corpo humano por varias vias,
principalmente a via oral, seguida da intranasal, transdérmica e vias parenterais.
Os principais locais de absorcao incluem o trato gastrointestinal (Cunat, Lisiane
et al., 2000), pele (Pineau et al., 2012; Ligt et al., 2018) e os epitélios olfatério e
oral (Donoghue, 2004; Exley, 2013).

Apoés a ingestédo oral, a biodisponibilidade do sal é baixa, cerca de 0,06
a 1,5% (Moore et al., 2000; Yokel e Mcnamara, 2008). A absorcdo através do
trato gastro-intestinal € dependente de diversos fatores, como pH e a dieta. O
pH baixo aumenta a solubilidade das espécies de aluminio, desta forma
aumentado a absorcdo do metal. Ja na dieta, alguns acidos organicos como
citrato, lactato, acido ascorbico sdo capazes de formar complexos com o metal,
aumentando também a sua absorcéo e retencao tecidual de Al (Cunat, L. et al.,

2000; Bojorquez-Quintal et al., 2017). No entanto, substancias como o fosforo
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parecem diminuir a absorcéo do Al, pois formam um precipitado na forma de sal
insolavel (AIPO4.2H202); a silica, presente na alimentacao, também diminui a
absorcdo e desempenha um papel protetor contra a intoxicagdo por aluminio
(Berthon, 2002).

No estdbmago, em decorréncia do pH baixo, a maior parte do Al &
convertida em espécies monomoleculares solGveis, uma parte destas espécies
forma complexos com acidos orgéanicos presentes no estbmago e isso permite
que o ion continue soltvel em pH mais alto (Yokel, 1989; Domingo et al., 2011).
O intestino € o local onde ocorre a absorcdo do Al, mas 0 mecanismo preciso
dessa absorcdo ainda ndo é totalmente conhecido. Sugere-se que ocorra por
células absortivas e juncBes de adesdo envolvendo processos passivos e
processos de transporte ativo, como aqueles envolvidos no transporte de calcio
e sodio (Cunat, L. et al., 2000).

Apéds ser absorvido para a corrente sanguinea, o Al circula no plasma
sanguineo ligado a transferrina, citrato, albumina e aos compostos de baixo peso
molecular (Nagaoka e Maitani, 2005). A sua distribuicdo no organismo €
desigual, devido as diferencas de pH dentro do préprio corpo, barreiras
bioldgicas, tipo de Al administrado, via utilizada, pH, dose, tempo de exposic¢ao,
idade, funcéo renal e dieta.

Com a finalidade de reduzir os niveis plasmaticos do Al, os sistemas de
excrecado sao responsaveis por sua eliminacdo, neste caso a excrecdo biliar
representa apenas 2% da eliminacédo total de Al. Um sistema renal saudavel, é
responsavel por excretar aproximadamente 95% do aluminio, na forma de citrato
de aluminio (AICsHsO7) (Shirley e Lote, 2005; Jones et al., 2017). Quando existe
perda da funcionalidade dos rins, ha um aumento do risco de acumulo e
toxicidade. Por exemplo, a relagdo do desenvolvimento de encefalopatia
progressiva pela deposicdo de Al em pacientes com insuficiéncia renal em
tratamento hemodialitico, descrita na literatura. (Wills e Savory, 1989; Shirley e
Lote, 2005).

O acumulo do Al ndo depende apenas da taxa de excregéo pela via
renal, mas também da idade do individuo. As concentracdes de Al nos pulmdes,
0Ss0s e cérebro aumentam com a idade e ja foi descrito que pessoas mais jovens
possuem menor concentracdo de Al do que em idosos (Shirley e Lote, 2005;
Exley, 2013; 2016).
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A deposicao de Al no cérebro, ocorre em uma taxa baixa e continua que,
somado a baixa taxa de eliminacdo deste metal do sistema nervoso, potencializa
seu acumulo a cada ano de vida (Exley e House, 2011). O tempo de eliminacao
do Al é correlacionado com o tempo da exposicdo ao mesmo. Diferentes tempos
ja foram relatados, sugerindo que existem compartimentos em que este metal €
lentamente eliminado (Yokel et al., 2001). Foi observado que o 0sso armazena
aproximadamente 58% do aluminio presente no corpo humano, mas a sua
eliminacdo € muito mais rapida quando comparada com o cérebro, devido a

renovacao 0ssea e a falta de renovacéo de neurénio (Aslam et al., 2009).
1.5 Neurotoxicidade do aluminio

O Al é considerado um metal ndo essencial (Exley, 2016), por nao
possuir nenhuma funcdo biolégica descrita. A neurotoxicidade deste metal é
descrita desde o século 19 e esta sendo relacionada com o aparecimento de
diversas doencas neurodegenerativas. De fato, este metal esta implicado na
encefalopatia de didlise, osteomalacia, anemia, doenca de Alzheimer e
esclerose lateral amiotréfica (Esparza et al., 2018).

Apesar dos diversos estudos sobre a neurotoxicidade, nenhum
mecanismo foi identificado, embora varias hipéteses sejam propostas, dando
énfase para o inicio dos danos cerebrais em virtude do acumulo de aluminio
(Kawahara e Kato-Negishi, 2011; Exley, 2016; Esparza et al., 2018).

1.5.1 Aluminio e Estresse Oxidativo

A neurotoxicidade resultante do estresse oxidativo € um dos modelos
mais reconhecidos de neurotoxicidade relacionada ao aluminio, mas o substrato
molecular pelo qual o metal causa dano oxidativo ao cérebro é incerto (Nehru e
Anand, 2005). Foi confirmada a existéncia de um desequilibrio do estresse
oxidativo na maioria das doencas neurodegenerativas nas quais o aluminioesta
envolvido (Exley, 2004; Kawahara e Kato-Negishi, 2011; Esparza et al., 2018).
Além disso, varios estudos observaram aumento na formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) apos a exposigao de Al, tanto in vivo quanto in vitro.
Em alguns casos, porém, os resultados mostram-se controversos, pois este
metal possui caracteristicas tanto pré-oxidantes quanto antioxidantes, estando

relacionado ao tempo de exposicao e a concentracao utilizada (Exley, 2004).
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O cérebro é altamente suscetivel aos danos oxidativos por varios
motivos: alto consumo de oxigénio (Wang e Michaelis, 2010; Adamczyk e
Adamczyk-Sowa, 2016), baixas concentragBes de antioxidantes enzimaticos,
como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx); maior concentracdo de acido graxos poli-insaturados oxidaveis nas
membranas neuronais e um teor alto de ferro (Salim, 2017).

Vérias sugestfes existem para tentar explicar a possivel ligacdo entre o
aluminio e a geracado de estresse oxidativo (Exley, 2004). Embora o Al ndo seja
um metal de transicdo, ndo sofre reacdes redox, é capaz de gerar estresse
oxidativo tanto in vivo e in vitro por diversos mecanismos (Nehru e Anand, 2005;
Sanchez-Iglesias et al., 2009). Foi observado sua capacidade de induzir a
peroxidacéo lipidica, oxidacdo de NADH e a formacdao de radicais livres. (Amador
et al., 2001; Abubakar et al., 2003).

O Al intensifica a capacidade de transicdo dos metais pré-oxidantes,
como Ferro (Fe) e Cobre (Cu), que estdo presentes nos compartimentos onde
existe uma tendéncia a ocorrer estresse oxidativo (Exley, 2004). Isto, entéo,
gerou a hipotese de que o aluminio forma complexos com estes metais pro-
oxidantes e assim, participa por muito mais tempo da reacdo de Fenton,
processo catalitico que oxida Fe?* para Fe®" na presenca de perdxido de
hidrogénio, formando um radical hidroxil e um hidroxido como produto da reacao.
O ferro Fe3* é reduzido novamente para Fe?* na presenca de outra molécula de
peréxido de hidrogénio, formando o radical hidroperéxido, ou seja a reacéo
global consiste na formacéo de duas espécies de reativas de oxigénio e agua
(Ruipérez et al., 2012).

Foi visto que anion superoxido (O2+-), é a espécie reativa de oxigénio
com a menor capacidade oxidante, mas esta pode passar por uma transferéncia
de elétron e gerar o perdxido de hidrogénio (H202), podendo entdo participar da
reacao de Fenton e na presenca de ions metalicos reduzidos, ser convertido em
eOH, aumentando o seu potencial redox (Winterbourn, 1995; Von Sonntag,
2008). Varios estudos propde que o aluminio pode otimizar a oxidacdo por O2 -
em diferentes sistemas que geram esta EROS: o sistema xantina/xantina
oxidase, oxidagcdo de NADH mediada por vanadio, entre outros (Kong et al.,
1992; Abubakar et al., 2003).
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Da mesma forma, os cations trivalentes que possuem relacdo quimicae
fisica com o Al, tais como latanio, galio e escandio também aumentam a
capacidade oxidativa do O2 - (Shainkin-Kestenbaum et al., 1989; Trenfield et al.,
2015).

A formacdo do complexo do AI** + O2 - (AlO2e2+), pode explicar a
atividade pro-oxidante do aluminio e também o potencial catalizador das
atividades biolégicas oxidativas mediadas por superoxido e ferro, uma vez que
este complexo é mais potente que o proprio superéxido (Lu et al., 1994; Liu et
al., 2015).

1.6 Problematica do trabalho

O aluminio é encontrado em abundancia na natureza, estando presente
em diversos aspectos da vida humana, desde a agua potavel até produtos
eletrénicos (Saiyed e Yokel, 2005) E fortemente relacionado com diversas
alteracdes nos sistemas fisiolégicos, como por exemplo no sistema nervoso,
onde esta associado ao aumento de estresse oxidativo e ao aparecimento de
doencas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer.

A literatura atual apresenta inimeros de estudos descrevendo o impacto
das propriedades pro-oxidantes do aluminio relacionadas com alteragcdes no
comportamento motor e na memoéria (Yokel e Mcnamara, 2001; Yokel, 2002;
Saiyed e Yokel, 2005; Exley, 2008), mas ainda ndo ha mecanismos claros sobre
as alteracfes encontradas.

Com o objetivo de tentar elucidar este problema, esta tese busca
descrever os efeitos decorrentes da exposicdo ao aluminio em doses que
mimetizam o consumo humano em &areas urbanas, baseada em analises

comportamentais, teciduais e oxidativas da exposicéo ao cloreto de aluminio.
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2 OBJETIVO

Investigar as alteragdes oxidativas em sangue e no sistema nervoso, bem
como no comportamento de ratos wistar decorrentes da exposi¢ao sub-cronica
a doses que mimetizam o consumo humano de cloreto de aluminio em areas

urbanas.

2.1 Objetivos especificos

e Investigar, no modelo proposto, os niveis de aluminio em sangue
periférico de animais expostos e comparar se houve diferenca em relagéo
as doses de exposicao ao cloreto de aluminio nos grupos experimentais;

e Avaliar o padrdo comportamental motor em animais expostos,
comparando se houve diferenca em relacdo as doses de exposi¢do ao
cloreto de aluminio nos diferentes grupos experimentais;

e Avaliar a funcdo mnemonica em animais expostos, comparando se houve
diferenca em relacdo as doses de exposi¢do ao cloreto de aluminio nos
grupos experimentais;

e Verificar o comportamento oxidativo em plasma, eritrécitos, cortex pré-
frontal e hipocampo, comparando se houve diferenca em relacdo as
doses de cloreto de aluminio nos grupos experimentais;

e Avaliar alteracdo na populacao de neurdnios de purkinje em cerebelo de
animais expostos e comparar se houve diferenca em relacdo as doses de

exposicao ao cloreto de aluminio nos grupos experimentais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais experimentais

Neste estudo foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar com 30 dias de
vida, machos, com massa corpoérea variando entre 120 e 150g, fornecidos pelo
Biotério da Universidade Federal do Pard. Todos os procedimentos
experimentais e as manipulacdes com o0s animais foram realizados em
obediéncia as normas sugeridas por Guias de Cuidado e Uso de Animais
Laboratoriais (Ferdowsian e Beck, 2011) e o projeto foi submetido ao Comité de
Etica no Uso de Animais da UFPA (CEUA-UFPA) aprovado sob parecer n°
5923210617 (Anexo 1)

Os animais foram alojados em gaiolas-viveiros de plastico, com 5 animais
por caixa durante todo o periodo de experimentacdo. Durante o periodo de
alojamento, os animais foram alimentados com racdo balanceada e agua
destilada, permanecendo em uma temperatura de 25°C em ciclo escuro/claro de
12 horas, com inicio do ciclo claro as 7:00 horas da manha.

A distribuicdo dos animais foi realizada aleatoriamente em 3 grupos
contendo 20 animais cada, dispostos da seguinte maneira: C — Controle, All —
8,3 mg/Kg/Dia de cloreto de aluminio por 60 dias, Al2 — 32 mg/Kg/Dia de cloreto

de aluminio por 60 dias
3.2 Protocolo de exposicao ao Al

Para a exposicdo ao aluminio foram utilizadas duas doses extrapoladas,
segundo calculo base da FDA (Food and Drug Administration) de concentracdes
de exposicao diaria ao aluminio por um humano adulto. Uma das concentracfes
(Al1) foi de 8,3 mg/Kg/Dia e outra dose utilizada (Al2) foi a de 5,2 mg/Kg/Dia de
ALCIs preconizada pela OMS (Who, 2010), quando extrapolada chega a 32
mg/Kg/Dia. (Reagan-Shaw et al., 2008). A pesagem dos animais foi realizada
semanalmente para o reajuste de dose. A administracao de Al ocorreu uma vez

ao dia durante 60 dias via oral por gavagem intragastrica (Fig. 1)
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3.3. Ensaios comportamentais

Apos 24 horas a ultima administracdo de cloreto de aluminio, os ensaios
comportamentais foram realizados em parte dos animais (10 animais por grupo).
Todos os testes foram realizados em sala propria, com atenuacao dos niveis de

ruido e baixa intensidade de iluminagéo (12 lux).

3.3.1. Teste da atividade locomotora espontanea/campo aberto

Neste teste, foi utilizado uma arena em madeira (100 x 100 x 40 cm),
pintada com material ndo permeavel na cor preta. O objetivo deste teste foi
avaliar a atividade locomotora espontanea (Pandolfo et al., 2007), de acordo com
dois paradmetros: a distancia total percorrida (em metros) e o numero de
levantamentos (“rearing”) executados pelos animais, durante 5 minutos. O
primeiro parametro foi analisado pelo software ANY-maze (Stoelting Co., San
Diego, CA) e o segundo foi registrado com o uso de um contador manual. O ato
de levantar foi considerado quando o animal se apoiou nas 2 patas traseiras

mantendo as 2 patas dianteiras levantadas (Brenes et al., 2009).
3.3.2 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE € um dos modelos validados para verificar comportamento do tipo
ansiogénico em ratos (Pellow et al., 1985). E baseado em respostas
incondicionadas aos ambientes potencialmente perigosos, tais como a aversao
natural de roedores aos espacos abertos (Treit et al., 1993). Os indices principais
de ansiedade no teste compreendem medidas espacgo-temporais de fuga dos
bracos abertos (Acevedo et al., 2014).

O teste ocorre em um equipamento de madeira, na forma de cruz, elevado
50 cm do chéo, com dois bracos fechados (50 x 10 x 40 cm) e dois abertos (50
x 10 x 1 cm), opostos entre si (Handley e Mithani, 1984). Nos bragos abertos ha
uma protecdo de 1 cm de altura circundando-os a fim de impedir a queda dos
animais do aparato

Apds o teste do campo aberto, cada animal foi posicionado no centro do
LCE com a face voltada para um dos bracos fechados permitindo a exploracao
espontanea por 5 minutos. Um observador, que ndo teve conhecimento prévio

do grupo ao qual pertencia cada animal, registrou o nimero de entradas nos
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bracos abertos (EBA) e fechados (EBF), assim como o tempo de permanéncia
nos bracos abertos (TBA). O percentual de EBA (%EBA) e de TBA (%TBA) foram
calculadas de acordo com as férmulas: (EBA / EBA + EBF) x 100; (TBA / TBA+
TBF) x 100 (Pellow et al., 1985).

Foi possivel observar resposta do tipo ansiedade através da diminui¢do na
entrada e/ou tempo de permanéncia nos bracos abertos. O parametro EBF foi

utilizado para avaliar provaveis alteracées motoras nos animais.
3.3.3. Teste de locomocéo forcada em cilindro giratério (Rotarod test)

Neste teste foi avaliada a for¢a e coordenacédo motora dos animais. O rota-
rod € um equipamento de aluminio que apresenta um eixo giratério automatizado
e que possui a capacidade de aumentar as rotacdes do eixo. Os animais foram
treinados a manterem-se sobre o eixo giratorio do equipamento por um periodo
de 120 segundos a quinze rotacdes por minuto (15 RPM). ApoOs o treino, 0s
animais foram submetidos ao teste propriamente dito que consistiu na
submissdo dos animais ao aparato em cinco etapas de 120 segundos cada, com
a primeira exposicdo a 18 RPM, sendo seguida por exposices de 20 RPM, 25
RPM, 28 RPM e por fim 37 RPM, respeitando o periodo de 120 segundos entre
as exposicoes. Foi contabilizado o nimero de quedas da barra de rolagem do

rota-rod nas cinco etapas.
3.3.4. Teste de equilibrio em vigas graduadas (Beam Walking Test- BWT)

O BWT é utilizado para avaliar a coordenacdo motora e equilibrio de
roedores, medindo-se a capacidade dos animais em atravessar uma série
graduada de vigas estreitas até alcancar uma plataforma segura (Stanley et al.,
2005).

O aparato é construido em madeira e consiste de 2 extremidades de vigas
com 1m de extensao suspensas a 50 cm do chdo. Em uma extremidade situa-
se o inicio do aparato, onde os animais foram colocados e na outra extremidade
é localizada a plataforma segura, uma caixa fechada (20 cm?), para a qual o
animal poderia escapar. As vigas apresentaram 2 tipos de seccao transversal de
diferentes diametros: quadrada (28, 12 e 5 mm) e circular (28, 17 e 11 mm), e
eram posicionadas entre as duas extremidades para que 0 animal percorresse e

cumprisse a tarefa de travessia das vigas (Karl et al., 2003).
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O protocolo foi modificado de Carter e colaboradores (2001), em que 0s
animais inicialmente foram colocados na caixa fechada para ambientacao e, em
seguida, sobre as vigas graduadas posicionados na extremidade de inicio.
Todos os ensaios do BWT foram iniciados posicionando 0s animais nas vigas
guadradas e em seguida sobre as circulares, sempre da maior para a menor
seccado, onde o tempo méaximo de travessia de uma extremidade a outra foi de
60 segundos, sendo 2 tentativas por viga, com intervalo de 60 segundos. Para
0S animais que caissem do equipamento, a contagem era interrompida, eram
recolocados no inicio da viga e continuava a contagem a partir do tempo
marcado na queda, até que se completasse o tempo maximo de cada tentativa.
Neste experimento, por vezes 0s animais pararam enquanto atravessavam

as vigas, assim, as medidas de laténcia de travessia sobre cada uma das vigas
foram consideradas dificeis de interpretar e ndo sdo relatadas neste estudo.
Dessa forma, foi contabilizado o nimero de vezes em que pelo menos uma das
patas traseiras escorregou. O deslizamento de duas patas traseiras de uma so

vez foi contabilizado como duas falhas (Crabbe et al., 2003).

3.3.5. Teste de Reconhecimento do objeto

O teste de reconhecimento do objeto foi conduzido na mesma arena de
madeira utilizada para o teste de atividade locomotora espontéanea e foi
analisado através do software ANY-maze (Stoelting Co., San Diego, CA). Esse
teste baseia-se no principio de que, em um ambiente familiar, os roedores de
laboratério mostram uma atracao instintiva para a novidade, ou preferéncia por
um novo objeto, ndo familiar (Hughes, 2007). Esta preferéncia foi utilizadacomo
um indicativo de memdria em relacdo ao objeto familiar. O procedimento
realizado foi adaptado de Pires et al (2009), o qual consiste de 4 fases: uma fase
de habituacéo, uma fase de treino e duas fases de testes.

A fase de habituacéo foi considerada a partir do momento em que o animal
explorou livremente o aparato no teste de campo aberto, sem objetos, por 5
minutos. As fases de treino e de testes duraram 3 minutos cada e tiveram
intervalo de 30 minutos entre elas, a fim de avaliar a memaria de curta duracéo.
Apos 30 minutos da fase de habituacdo, previamente a fase de treino foram

fixados dois objetos idénticos em formato de cubo (C1 e C2) em cantos opostos
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da arena, a 10 cm distantes das paredes e aproximadamente 70 cm afastados
um do outro.

Antecipadamente as fases de testes, uma copia idéntica do objeto
familiarizado (C3) e um objeto novo (X) foram dispostos na arena hos mesmos
locais anteriormente ocupados pelos objetos C1 e C2 da fase de treino. Os novos
objetos foram selecionados seguindo um raciocinio de aumentar as diferencas
estruturais com os cubos: um em forma de “T” (T) e outro em forma de piramide
(P) foi utilizado para cada fase de teste. Todos os objetos foram construidos com
blocos de plastico Lego (S&o Paulo, SP, Brasil).

Cada animal foi posicionado delicadamente no centro do aparato nas
decorrentes fases e 0s objetos foram contrabalancados em cada sesséo a fim
de excluir qualquer preferéncia por algum canto do aparato. Depois de
transcorridos 3 minutos em cada sesséo, o animal foi retirado do aparato e
devolvido para sua caixa de moradia. No final de cada procedimento
comportamental, o campo aberto foi limpo com papel toalha e alcool 70%.

Contabilizou-se o tempo despendido na investigacdo pelos animais em
cada objeto registrado a partir de uma camera fixada sobre o campo aberto. A
exploracdo de um objeto foi definida como a cabeca do animal voltada para o
objeto a uma distancia igual ou inferior a 4 cm (Ennaceur et al.,, 1997). As
analises foram realizadas considerando o tempo de exploracéo total gasto nos
dois objetos na fase de treino (C1 + C2) e o indice de reconhecimento o qual foi
definido pela diferenca no tempo de exploracéo entre o novo objeto e o familiar
divididos pelo tempo total gasto de exploracdo entre 0s mesmos objetos nas
fases de teste (X — C3) / (X + C3).

3.3.6 Teste da esquiva inibitéria

O teste da esquiva inibitéria do tipo step-down baseia-se num modelo de
memoéria que utiliza estimulo aversivo como fator para a obtencdo da resposta
comportamental (Izquierdo e Medina, 1997). O teste foi realizado em uma caixa
de aluminio (50 x 50 x 35 cm), com o0 assoalho constituido por 15 barras de cobre
paralelas, distribuidas a uma distancia de 1 cm entre si, conectadas a um
estimulador elétrico. Em posicao lateral ao assoalho de barras encontra-se uma

plataforma que ndo é conectada ao estimulador elétrico.
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O protocolo utilizado foi adaptado por Costa e Tomaz (1998). O teste
consistiu em uma sessao de habituagédo de 180 segundos, na qual foi permitida
a exploracéo interna no aparato. Apos 24 horas, os animais foram reexpostos a
plataforma segura com a face voltada de forma oposta ao observador e
imediatamente apds o animal descer da plataforma e colocar as quatros patas
sobre as grades, foi aplicado um choque elétrico de 0,4 mA durante 1 segundo
(estimulo aversivo). A medida da retencdo da memoria de curta duracao foi
avaliada em uma sesséao de teste realizada 1,5 hora (uma hora e trinta minutos)
apoés o estimulo aversivo. Para isto, foi realizado o mesmo procedimento, mas
omitindo-se o choque, sendo novamente cronometrado o tempo em que o animal
levou para descer da plataforma. Foi estabelecido um tempo limite de 180
segundos para a execucao do trabalho.

Neste teste, a retencdo da memoria consistiu em o animal ndo descer da
plataforma, ou fazé-lo apds um tempo maior do que aquele observado na sessao
de treino (Roesler et al., 2000).

3.4 Eutanasia e coleta de materiais bioldgicos
3.4.1 Perfuséo, processamento e analise histolégica

Apds os testes comportamentais, 0s animais que realizaram essestestes
(10 animais por grupo) foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de
cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9 mg/Kg). Com o0s animais
anestesiados, foi feita a exposicdo do conteudo toracico e a coleta sanguinea
direto do ventriculo esquerdo. Apds isso, foram perfundidos através do ventriculo
esquerdo com solucao salina a 0.9% heparinizada, seguida de paraformaldeido
a 4%.

ApoOs a perfusdo dos animais, somente os cerebelos foram removidos da
caixa craniana, pés-fixados por 4 horas em solucéo de bouin, sendo processados
em bateria de &lcool e xilol e incluidos em Paraplast (McCormick).

Seccdes coronais de 7 micrometros de espessura foram realizadas do
cerebelo, em toda a extensdo. Em seguida, o material foi destinado para analise
histopatologica. Para aumento da aderéncia das secgdes, as laminas foram
mantidas em estufa na temperatura de 55°C por, no maximo, 24 h antes de

qualquer outro procedimento histoldgico.
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As laminas com as secg¢0Oes foram desparafinizadas em dois banhos de
xilol, 2 minutos cada, hidratados em solucdes alcodlicas de concentracdes
decrescentes de (ABS II, ABS I, 90%, 80% e 70%), 1 minuto em cada, lavados
em agua corrente por 1 minuto e em tampéao fosfato (PBS) por 5 minutos. Em
seguida, os cortes foram corados pela hematoxilina por 10 minutos, lavados em
agua corrente.

Depois, corados pela eosina durante 1 minuto. Apds o ultimo processo
de lavagem em agua corrente, as laminas com os cortes foram desidratadas
em bateria crescente de Etanol (70%, 80%, 90%, ABS |, ABS II) e depois
desalcoolizadas e diafanizadas em Xilol (Xilol I e Xilol 1). Ao final, as laminas
foram montadas com laminulas e Entellan (Merck, USA), posteriormente
submetidas a analise em microscopia Optica.

Para a avaliacdo quantitativa dos padrbes histopatolégicos foram
realizadas contagens usando microscopio binocular Nikon Eclipse E200, através
de uma gradicula de contagem de 0,00625 mm?2 acoplada a uma das oculares,
em objetiva 40x. Foram contados 3 campos (gradiculas) em 3 folhas cerebelares,
sendo usadas 3 secc¢des por animal, quantificando-se o numero de neurdnios de

Purkinje.
3.4.2 Coleta de sangue e sistema nervoso central para analises

Os animais (10 animais por grupo) que nao foram submetidos aos testes
comportamentais, foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de
cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9 mg/Kg). Com os animais
anestesiados, foi feita a exposicdo do conteddo toracico, seguido da coleta
sanguinea direto do ventriculo esquerdo.

O sangue coletado foi encaminhado para a realiza¢do de quantificacédo de
aluminio; e a outra, centrifugada a 3000 rpm durante 10 min, sendo o plasma e
uma parte de heméacias armazenadas separadamente em microtubos. Em
seguida, a suspensao de eritrocitos restante foi submetida a trés lavagens
sucessivas com NaCl 0,9% e o pellet de glébulos vermelhos foi isolado ediluido
em NaCl 0,9% para resultar em uma suspensdo com hematdcrito de
aproximadamente 50% e volume final aproximado de 5 mL para cada amostra.
Sendo assim, o plasma e a suspensao de eritrocitos a 50%, foram utilizados para
os testes: TEAC, TBARS, GSH, CAT e SOD.
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Apods esse procedimento, as calotas cranianas foram removidas. Do
cérebro foram separados o coértex pré-frontal e o hipocampo. Estes foram
removidos rapidamente com o auxilio de um esteromicroscopio. Em seguida, os
tecidos foram lavados com tampéo fosfato/salina (PBS 1x) e imersos em
nitrogénio liquido para o congelamento imediato e armazenados, posteriormente
em ultrafreezer.

As amostras oriundas do cérebro foram descongeladas e ressuspendidas
em PBS 1X, em seguidas foram sonicadas para ocorrer desagregacao do tecido
(concentragcdo aproximada de 1g/mL). O homogenato das amostras foi
armazenado em ultrafreezer até o momento dos ensaios da biogquimica
oxidativa.

O cortex pré-frontal e o hipocampo, foram utilizados para os ensaios:
TEAC, TBARS, GSH, SOD e ACAP.

3.4.2.1 Dosagem de aluminio

As amostras destinadas a essa andlise foram liofilizadas com auxilio de
um liofilizador modelo L 101 (Liotop, Sao Carlos, Brasil). Apés a liofilizacéo, foi
feito um pool de amostras por grupo em virtude da pequena quantidade de
massa das amostras.

Em seguida, a massa das amostras foi digerida em acido nitrico diluido
(HNO3) e peroxido de hidrogénio (H202) em um forno de microondas com
cavidade (START E, Milestone) a uma temperatura de 200 °C, durante 25
minutos.

Um volume de aproximadamente 20 pL da amostra digerida foi
introduzida no espectrometro de absorgcdo atdmica em forno de grafite para a
guantificacdo do aluminio. Cada amostra foi analisada em triplicata.

A exatiddo do método foi avaliada utilizando o teste de adicdo e
recuperacdo. Concentracdes de 12 — 20 pg/L foram adicionadas nas amostras
digeridas e assim, as recuperacoes de aluminio foram obtidas para o

procedimento de analise proposta.
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3.4.2.2 Ensaios de avaliacdo de par@metros bioquimicos

3.4.2.2.1 Determinacéo da concentracdo de sustancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS)

O TBARS consiste em um teste colorimétrico que quantifica, a partir da
reagcdo com o &cido tiobarbitarico (TBA), substancias que sdo geradas como
metabdlitos secundarios da peroxidacao lipidica (Dominguez-Rebolledo et al.,
2010) e que, portanto, atuam como indicadores da ocorréncia de estresse
oxidativo. Neste estudo, a avaliacdo de TBARS foi baseada no método de Khonn
e Livesedge (1944) e adaptado por Ondei et al. (2013). Conforme a técnica, foi
preparada, inicialmente, uma solucdo de fosfato monobasico de potéssio
(KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em &gua acidificada (pH 2,5) para preparagao
do TBA (10 nM). Em seguida, adicionou-se 100 ul de amostra a 500 ul da solucao
de acido tiobarbittrico 10 nM e levou-se ao banho-maria por 60 minutos a 95°C.
ApoOs a incubagdo, deixou-se esfriar em temperatura ambiente por 10 minutos e
adicionou-se 4,0 mL de &lcool 1-butilico, seguido de homogeneizacédo em vortex
e centrifugacdo a 2.500 rpm durante 10 minutos. Um volume de 3 mL de
sobrenadante foram adicionados em cubeta de quartzo de 3mL e a leitura
espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda de 535 nm. Os

resultados foram expressos em nmol/mL.

3.4.2.2.2 Determinacao da capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC)

O TEAC é um ensaio inespecifico destinado a medir a capacidade
antioxidante total da amostra em inibir a oxidacdo de um composto especifico, o
ABTS (2,2-azinobis, 3-etilbenzotiazolina, 6-sulfonato) (Crews et al., 2001). O
nivel de TEAC foi medido utilizando um método proposto por por Miller et al.
(1993) modificado por Re et al. (1999). Trata-se de uma técnica colorimétrica
baseada na reacdo do ABTS (SigmaAldrich A1888) com persulfato de potassio
(K2S20s; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cétion radical ABTS™
(radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), sal de diamonio),
cromoforo de coloracédo verde/azul. A adicdo de antioxidantes a este radical
cation pré-formado o reduz novamente a ABTS, em escala dependente da
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capacidade antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duragao da reagéo,
gue pode ser mensurado por espectrofotometria pela observagdo da mudanca
na absorbancia lida a 734 nm durante 5 minutos. Os resultados foram expressos

em pM/mL.

3.4.2.3.3 Determinacao da atividade de superoxido dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi determinada a partir da metodologia proposta por
McCord e Fridowich (1969), que avalia de forma indireta a atividade de SOD a
partir da inibicdo da reducdo do citocromo C, que é mediada por anions
superéxido gerados pelo sistema xantina/xantina oxidase e pode ser avaliada
por espectrofotometria em comprimento de onda de 550 nm.

Para isso, uma aliquota de 50 pL foi adicionada a uma mistura de tampéao,
citocromo C 0,075mM, hipoxantina (Sigma-Aldrich) 1,5 mM e xantina oxidase
(Sigma-Aldrich) 56 mM. A solucéo resultante foi incubada a 37°C e ao abrigo da
luz e, ap6s 15 minutos, foi realizada uma Unica leitura na faixa de 550 nm em
espectrofotometro UV-1800 (Shimatzu). Os valores de absorbancia foram
aplicados em curva padréo de citocromo C para determinacdo da concentracao
enzimatica, que foi expressa em unidade SOD/mg de proteina, sendo que uma
unidade de SOD representa a quantidade de enzima necessaria para inibir em
50% a velocidade de reduc¢éo do citocromo C em pH 7,8. A atividade da enzima

SOD foi expressa em nmol/mL.
3.4.2.3.4 Determinacao da atividade de catalase (CAT)

A atividade de CAT foi determinada de acordo com um método descrito
por Aebi (1984). Para verificar o decaimento do perdxido de hidrogénio (H202),
aliquotas das amostras diluidas foram adicionadas a 900 ul de solugéo de acgao
(Tris base, H202 30% e agua ultrapura, pH 8). A diminuicdo da concentracéo de
H20: foi estabelecida em A = 240nm a 25°C durante 60 segundos. A atividade
de CAT foi definida como a atividade necessaria para degradar 1mol de H20:2
durante 60 segundos (pH 8 e 25°C) e foi expressa como U/mg de proteina. Os
dados da atividade enzimatica obtidos nos ensaios CAT foram normalizados

pelas concentracdes totais de proteina, utilizando o kit comercial (Doles, Brasil).
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3.4.2.3.5 Determinacgao dos niveis de glutationa (GSH)

A concentragcdo de GSH foi determinada utilizando o protocolo descrito
por Ellman (1959), com modificacdes. Esta técnica baseia-se na capacidade da
GSH em reduzir o acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich)
para acido 5-tio-2-nitrobenzéic (TNB), o qual foi quantificado por
espectrofotometria em comprimento de onda de 412 nm. Para isso, as amostras
foram desproteinizadas com &cido tricloroacético 2% e o sobrenadante coletado
para analise apés centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos. Removeu-se uma
aliquota de 20 pL da amostra a partir da suspenséao de eritrocitos e adicionou-se
num tubo de ensaio com 20 uL de agua destilada e 3 mL de tampao PBS/EDTA
para registar a primeira leitura da amostra (T0), e adicionou-se 100 uL de DTNB
e ap6s 3 minutos foi feita a segunda leitura da amostra (T3) para determinar a

concentracdo de GSH, que foi expressa em ug/mil.
3.4.2.3.6 Analise da capacidade antioxidante contra radical peroxil (ACAP)

Uma aliquota do homogenato bruto foi retirada para mensurar a
capacidade antioxidante total através do método de avaliacdo da capacidade
antioxidante contra os radicais peroxil (Amado et al., 2009). As amostras foram
centrifugadas a 9700 RPM durante 20 min a 4°C. O sobrenadante dasamostras
foi exposto, em triplicatas em uma microplaca transparente de 96 poc¢os, a um
gerador de radicais peroxil, o 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (ABAP; 4 mM; Aldrich) e em outra triplicata recebeu somente
agua ultrapura. Apés 30 minutos de reagdo entre a amostra e ABAP, foram
levadas para mensuracdo da fluorescéncia gerada, com leituras realizadas a
cada 5 minutos durante um periodo de 1 hora em leitor de microplaca opaca
(Victor 2, Perkin Elmer), a temperatura de 35°C. Os resultados foram expressos
de acordo com a diferenca da area da unidade de fluorescéncia das curvas

geradas da mesma amostra com e sem ABAP.

3.5 Andlise estatistica

ApoOs tabulacdo dos resultados obtidos nas diversas avaliagcbes, 0s
valores obtidos foram inseridos no software GraphPad Prism 7.0 (Graphpad

Software 7, INC). A verificagdo da normalidade de distribuicdo dos dados foi
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testada pelo método de Shapiro Wilk (p> 0.05). Para as variaveis que
apresentaram normalidade foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de uma via
com critério de correcdo a posteriore de Tukey, com nivel de significancia de
p<0,05. Os resultados foram expressos textualmente e em graficos com meédia
e erro padréo (média terro padréo).



36

4 RESULTADOS
4.1 Quantificacdo dos niveis de aluminio no sangue

A concentracdo de aluminio presente no sangue dos animais expostos
por 60 dias em ambos os grupos AL1 (56.4 + 3.941) e AL2 ( 92.93+10.27) (Fig.
2) foi maior do que o grupo nao exposto (Cont — 24.61 + 5.21).
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Figura 2: Concentra¢do de aluminio no sangue de ratos expostos ao cloreto de aluminio. Os
gréficos representam os resultados dos niveis de aluminio nos grupos que receberam Aluminio
por periodo de 60 dias. One-way ANOVA seguido por Tukey's test, p < 0 05. + Diferenca
estatistica em relacédo ao controle.

4.2 Efeitos comportamentais/funcionais
4.2.1 Exploragéo espontanea horizontal e vertical

Na atividade locomotora espontanea (Figura 3A) avaliada pelo teste do
campo aberto, os grupos de exposi¢cdo ao Al tiveram menor distancia total
percorrida (AL1: 5,98 + 0,44; AlI-D2: 6,03 £ 0,64) quando comparados ao grupo
controle (Controle: 12,58 +1,04; p <0,0001, Figura 3B). A avaliagdo da distancia
periférica executada pelos animais de ambos os grupos de aluminio (AL1: 5,42
+ 0,94; AL2: 5,88 £ 1,01) foi menor do que no grupo controle (Controle: 10,96 +
1,59; p = 0,0089, Figura 3C) e nao foi observada diferenca na distancia central
entre todos os grupos (Controle: 0,32 + 0,06; AL1: 0,23 £0,02; AL2: 0,20 = 0,03;
p = 0,17, Figura 3D), reforcando que o comprometimento motor foi n&o
relacionado ao comportamento do tipo ansioso, uma vez que a distancia central
realizada nao apresentou diferenca em relacdo ao grupo controle. Além disso,

0s animais do grupo Al apresentam menor comportamento exploratério vertical
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(AL1: 0,55 £0,24; AL2: 1,1 = 0,40) em comparacg&o ao grupo controle (Controle:
3,1+0,72; p =0,0041, Figura 3E).
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Figura 3: Efeitos da administragdo de aluminio, durante 60 dias, na atividade locomotora
espontanea de ratos Wistar com 90 dias de idade em (A) Open Field Test. Os resultados séo
expressos como média + erro padrao de (B) distancia total em metros; (C) distancia central em
metros; (D) distancia periférica em metros e (E) nimero de elevagdes. One-way ANOVA e teste

post-hoc de Tukey, p <0,05. * Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle.

4.2.2 Parametros ansiogénicos

O teste do labirinto em cruz elevado é um dos ensaios comportamentais
mais utilizados para estimar a ansiedade em roedores. Os resultados mostram
que nenhuma diferenca estatistica entre todos 0s grupos ocorreu nos
parametros de entrada nos bragos abertos (Controle: 41,4 + 2,07; AL1: 30,53 +
7,53; AL2: 28,02 + 6,94; p = 0,1895, Figura 4A), tempo em bracos abertos
(Controle: 15,38+ 3,95: AL1: 13,29 + 4,5; AL2: 15,57+4,91; p = 0,924, Figura 4B)
e entradas no braco fechado (Controle: 4 0,66; AL1: 3,66,05; AL2: 3,85,093; p =
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0,961, Figura 4C). Estes resultados demonstram que a exposi¢cdo em ambas as

doses ao cloreto de aluminio ndo apresentou perfil ansiolitico.
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Figura 4: Efeitos da administracdo de aluminio, durante 60 dias, ho comportamento ansioso de
ratos Wistar com 90 dias de idade em labirinto em cruz elevado. Os resultados séo expressos
como média + erro padrdo; (A) frequéncia de entrada em bracos abertos (%); (B) tempo nos
bracos abertos (%); (C) nimero de entradas no brago fechado. One-way ANOVA e teste post-
hoc de Tukey, p> 0,05.
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4.2.3 Coordenacéao motora forgada

Exposicdo ao cloreto de aluminio nas doses AL1 (8RPM: 2,7 £ 0,39;
16RPM: 3,7 £ 0,76; 20RPM: 3,6 + 0,85; 25RPM: 3,2 + 0,57) e AL2 (BRPM: 2,3 +
0,36; 16RPM: 1,7 £0,74; 20RPM: 1,8 £0,69; 25RPM: 1 + 0,49) ndo se mostraram
eficazes em alterar o controle motor em animais quando expostos a locomog¢éao
forcada, analisada no teste do cilindro rotatorio (Rotarod), com o numero de
quedas nao apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
(Controle: 8RPM: 2,1 £ 0,57, 16RPM : 2,62 £ 0,77; 20RPM: 2,4 £ 0,79; 25RPM:
1,5 £ 0,61; Interagéo: p = 0,4901, Figura 5).
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Figura 5: Efeitos da administracdo de aluminio, durante 60 dias, na locomocao for¢cada de ratos
Wistar com 60 dias de idade. Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo. ANOVA

two-way e teste post-hoc de Tukey, p> 0,05.

4.2.4 Coordenacdo motora fina e equilibrio

Para avaliacdo da coordenacdo motora fina e equilibrio, analisamos o
namero de quedas na travessia das vigas suspensas do BWT. Os animais
expostos em AL1 (S12mm: 5,83 + 0,94; S5mm: 4 £ 0,44; C17mm: 1,33 + 0,71,
Cllmm: 5,5+1,08) e AL2 (S12mm: 5,07 + 0,6; S5mm: 4,67 +0,89; C17mm: 2,5
+ 0,34 Cllmm: 4,75 £ 0,58) ndo apresentaram diferencas na coordenacao
motora e equilibrio em relacdo aos animais do grupo controle (S12mm: 4,11 +
0,28; S5mm: 3,38 £ 0,53; C17mm: 0,81 + 0,29; C11mm: 5,66 + 0,86; Interacao:
p = 0,4, Figura 6).
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Figura 6: Efeitos da administracdo de aluminio, durante 60 dias, na coordenacédo motora fina e
no equilibrio de ratos Wistar com 60 dias de idade. Os resultados sdo expressos como média +
erro padrao dos numeros de falha em vigas quadradas de 12 mm e 5 mm (S); Vigas circulares
de 17 mm e 11 mm (C) do teste Beam Walking. ANOVA two-way e teste post-hoc de Tukey, p>
0,05.

4.2.5 Memoéria de reconhecimento a curto prazo

Durante a fase de treino no teste de reconhecimento de objetos (Figura
7A) os animais ndo mostram diferencas significativas no comportamento
exploratorio das pecas na arena (Controle: 6,22 + 17,36; AL1: 3,71 + 1,26; AL2:
6,77%0,74; p> 0,05), mostrando que as doses de aluminio ndo foram capazes de
interferir neste tipo de comportamento. Meia hora apds a fase de treino (Figura
7B), durante a fase de tese, quando foram expostos a um objeto novo na arena,
podemos ver um comportamento diferente, no qual os animais expostos a dose
AL2 (-0,2036 = 0,1019) ndo apresentaram uma preferéncia na exploracéo deste
novo objeto em relacdo aos animais do grupo controle (0,5714 £0,202; p<0,05).
Ja o grupo AL1 (0,2 £ 0,2) ndo apresentou diferenca em relacdo aos demais

grupos experimentais.
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Figura 7: Efeitos da exposicao ao aluminio na memoaria de reconhecimento de curto prazo de

ratos adultos no teste de reconhecimento de objetos. Os resultados séo expressos como média
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+ erro padrao do(s) tempo(s) de investigacdo na fase de treinamento e (B) o indice de
reconhecimento na fase teste realizado 30 minutos apos a sessdo de treinamento, calculado
como a razdo do tempo gasto pelos ratos investigando os objetos novos e familiares. One-way
ANOVA e teste post-hoc de Tukey, p <0,05. * Diferenca estatistica em relacdo aos demais

grupos.

4.2.6 Memdéria de curto e longo prazo

A exposicdo ao cloreto de aluminio ndo provocou diferenca na fase de
treino dos animais durante teste da esquiva inibitéria (Controle: 11,7 +4,16; AL1.:
6,83 + 1,70; AL2:3,62 + 0,96; p> 0,05; Figura 8). Quando expostos novamente,
1.5 horas depois, 0s animais do grupo AL2 (22,7 = 8,51; p<0,05) permaneceram
por um tempo menor na plataforma do que os demais animais (Controle: 110,3
+24,28; AL1: 104.2 £ 23,24). Quando avaliados 24 horas ap0s a secao do treino
podemos ver que os dois grupos expostos ao aluminio (AL1: 24,5 + 6,56; AL2:
17,83 + 7,69; p<0,05) apresentaram um comportamento semelhante, com
reducdo do tempo sobre a plataforma em relagdo aos animais do grupo controle
(137,9 + 23,53).
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Figura 8: Os efeitos da exposigdo ao aluminio na memoaria de curto e longo prazo. Os resultados
Ss80 expressos como média + erro padrdo da laténcia de descida (step down) (s) na fase de
Treino no Teste 1 (meméria de curto prazo) e no Teste 2 (memoria de longa duracdo). One-way
ANOVA e teste post-hoc de Tukey, p <0,05. * Diferenca estatistica em relagédo aos demais grupos

do Teste 1. # Diferenca estatistica em relagao ao grupo controle no Teste 2.
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4.2.7 Avaliacdo da densidade de células de Purkinje

A densidade de células de Purkinje no cerebelo dos animais expostos

por 60 dias ao cloreto de aluminio em ambos os grupos (AL1 — 8,35 + 0,40; AL2

— 7,75 £ 0,55) (Fig. 9) ndo se mostrou diferente ao encontrado no grupo nao
exposto (Cont — 9,33 £ 0,5).

104 —
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Con;role AL1

Figura 9: Efeitos da exposicao cronica ao aluminio, durante 60 dias, em células de Purkinje no
cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa o controle e em B e C (AL1 e AL2,
respectivamente). Em D gréfico representando analise quantitativa de células de Purkinje nos
grupos. Resultados expressos com média erro padrao. One-way ANOVA e teste post-hoc de
Tukey, p<0,005 comparado ao grupo controle. Escala = 100um.

4.3 Avaliacéo dos parametros de estresse oxidativo:
4.3.1 Em eritrocitos

A capacidade antioxidante total (Figura 10A) nos eritrGcitos nos grupos
AL1 (1,92 £0,06 = 81,3% + 2,74%, respectivamente) e AL2 (2,05 £0,11=
86,97% <+ 4,78%, respectivamente), mostraram-se reduzidas quando
comparadas ao grupo controle (2,36 + 0,06 = 100% + 2,9%, respectivamente; p>

0,05.). Os niveis de peroxidacéo lipica (Figura 10B) mostraram-se elevados nos
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animais do grupo AL2 (1,12 £ 0,03 = 128,7% = 3,44%, respectivamente; p< 0,05)
em relacéo ao grupo controle (0,87 + 0,02 = 100% + 3,27%, respectivamente),
no grupo AL1 ndo houve diferenca significativa (0,93 + 0,08 = 107,3% * 9,41%,
respectivamente).

N&o foram econtradas diferencas significativas nos niveis de GSH
(Figura 10C) quando comparado todos os grupos experimentais (Controle: 11,
34 + 0,75 = 100% * 6,67%, respectivamente; AL1: 11,33 £ 0,81 = 99,91% +
7,14%, respectivamente; AL2: 12,51 + 0,38 =110,3% = 3,40%, respectivamente;
p> 0,05). Este padréo também foi encontrado na atividade da SOD (Figura 10D)
nao havendo diferenca significativa entre os grupos (Controle: 202 £ 2,09 = 100%
+ 1,00%, respectivamente; ALl: 202,8 + 151 = 9558% + 0,75%,
respectivamente; AL2: 203,8 + 1,12 = 98.95% * 0,56%, respectivamente; p>
0,05) ap6s os 60 dias de exposicdo do animal ao aluminio.

A atividade da catalase (Figura 10E) nos grupos tratados com aluminio

(AL1: 0,024 £ 0,0012 = 136,4% + 6,98%, respectivamente; AL2: 0,026 + 0,0015
= 146,9% =* 8,40%, respectivamente; p< 0,05) mostrou-se elevada em relacao

ao grupo controle (0,018 + 0,0013 = 100 % * 7,52%, respectivamente).



44

%150 )
o 1907 B 150- "
g g
s = = e 1T
S 100 * S 100 -
£ L £
5 o
3 50- E 50-
H &
o n
< , x
E Con;mlo Ai_l AL2 g 0 / H
- Controle ALY AL2
) )
8 1501 S 150+
= 13
S ]
S 1004 | 2 i S 100-
£ £
3 :
% 504 % 50
£ E
3 £
z ' Q o y .
a Controle  AL1 2 Controle ALt AL2
®
gzoo-
c *
3 +
150
g = 2
2
# = &
=100
i=d
E
2 504
3
=
S o T T
Fi Controle AL1 AL2

Figura 10: Avaliacdo da bioguimica oxidativa nos eritrdcitos. Os graficos representam, como
percentual do controle, os resultados da bioquimica da oxidacdo nos grupos que receberam
Aluminio por periodo de 60 dias. (A) TEAC, (B) TBARS, (C) GSH, (D) SOD e (E) Catalase. One-

way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, p <0 05. « Diferenca estatistica em relagdo ao controle.

4.3.2 No plasma sanguineo

Os niveis de TEAC (Figura 11A) no plasma sanguineo foram reduzidos
no grupo AL2 (3,24 + 0,055 = 103,9% * 1,77%, respectivamente) em
comparacao com o grupo AL2 (3,06 + 0,022 = 98,2% + 0,72%, respectivamente;
p< 0,5), mas sem diferencas significativas quando comparado ao grupo controle
(3,12 £ 0,03 = 100% = 1,09%, respectivamente; p> 0,05).

Na avaliacéo da peroxidacao lipidica (Figura 11B), observamos um
aumento nos niveis de TBARS nos grupos AL1 (3,29 + 0,032 = 182,3% +
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17,74%, respectivamente) e AL2 (3,88 = 0,21 = 215% + 11,89%,
respectivamente) quando comparados ao controle (1,80 + 0,17 = 100% *.9,7%,
respectivamente; p <0,05).

Os niveis de GSH (Figura 11C) n&o sofreram alteracdes significativas nos
grupos experimentais (p <0,05). Comportamento semelhante foi observado na
atividade da SOD (Figura 10D), onde ndo houve diferenca significativa (Controle:
140,7 £ 3,57 = 100% + 2,54%, respectivamente), AL1: 134,4 + 3,14. = 95,58% =+
2,23%, respectivamente; AL2: 139,2 + 6,41 = 98,95% * 4,55%, respectivamente;
p> 0,05) apds 60 dias de exposi¢cao do animal ao aluminio.

No entanto, a atividade da catalase (Figura 11E) foi reduzida no grupo
AL2 (0,045 + 0,001 = 69,24% + 3,05%, respectivamente; p <0,05) em relacéo ao
grupo controle (0,063 + 0,005 = 100% + 7,89%, respectivamente), mas 0 grupo
AL1 ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao controle
(0,055 + 0,005 = 84,97% * 8,53%, respectivamente).
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Figura 11: Avaliagdo da bioquimica oxidativa nos Plasma. Os graficos representam, como
percentual do controle, os resultados da bioquimica da oxidacdo nos grupos que receberam
Aluminio por periodo de 60 dias. (A) TEAC, (B) TBARS, (C) GSH, (D) SOD e (E) Catalase. One-
way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, p <0,05. + Diferenca estatistica em relagéo ao controle;

# diferenca estatistica em relagéo ao grupo ALL.

4.3.3 Em hipocampo

O efeito do aluminio no hipocampo sobre a capacidade antioxidante total
(TEAC) (Figura 12A), mostrou-se reduzida nos animais do grupo AL1 (4,97 £
2,48 = 69,31% + 7,48%, respectivamente; p < 0,5) e do grupo AL2 (3,42 + 1,43
= 54,62% * 12,16%, respectivamente; p < 0,5) em relacdo ao grupo controle
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(6,16 + 2,51 = 100% = 12,3%, respectivamente). Na avaliacdo da peroxidacéo
lipidica, foi observado um aumento dos niveis de TBARS (Figura 12B) nos
animais do grupo AL1 (106,7 + 4,30 = 143,3% * 5,78%, respectivamente) e AL2
(138,3 + 13,22 = 185,8% + 17,76%) em relacdo ao grupo controle (74,44 + 7,43
=100% = 9,98%, respectivamente; p< 0,05).

Os niveis de GSH (Figura 12C) nos grupos experimentais e controle ndo
mostram diferencas significativas (Controle: 87,23 £ 8,33 = 100% =+ 9,55%,
respectivamente; AL1: 77,04 + 5,00 = 88,32% =+ 5,73%, respectivamente; AL2:
72,41 + 2,07 = 83,01% + 2,37%, respectivamente; p> 0,05). O mesmo
comportamento acontece na atividade da SOD (Figura 12D), ndo ha diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais e controle (Controle: 195,8 + 0,623 =
100% =+ 0,31%, respectivamente; AL1l: 1895 + 2,11 = 96,61% + 1,07%,
respectivamente; AL2: 191,9 + 1,89 = 97,86% + 0,96%, respectivamente; p>
0,05) ap6s os 60 dias de exposi¢do do animal ao aluminio.

No entanto, a atividade da catalase (Figura 12E) mostrou-se reduzida nos
grupos AL1 e AL2 (AL1: 0,129 +£0,009 = 63,27% + 4,84%, respectivamente; AL2:
0,090 £ 0,008 = 44,27% +* 4,01%, respectivamente; p<0,05) em relacdo aos
animais controles (0,209 = 0,010 = 100% = 5,23%, respectivamente).
Comportamento semelhante foi encontrado nos niveis de ACAP, com 0s animais
controles (5,38 + 0,48 = 100% =+ 8,99%, respectivamente) possuindo niveis
elevados em relagcédo aos grupos AL1 e AL2 (AL1: 3,11 £0,30 =57.79% £ 5,73%,
respectivamente; AL2: 2,18 + 0,39 = 40,59% + 7,29%, respectivamente; p< 0.05).
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Figura 12: Avaliacdo da bioquimica oxidativa no hipocampo. Os graficos representam, como
percentual do controle, os resultados da bioquimica da oxidagdo nos grupos que receberam
Aluminio por periodo de 60 dias. (A) TEAC, (B) TBARS, (C) GSH, (D) SOD, (E) Catalase e (F)
ACAP. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, p <0,05. « Diferenca estatistica em relagao

ao controle.

4.3.4 Em cortex pré-frontal

A capacidade antioxidante total (Figura 13A) presente no cértex pré-
frontal, mostrou-se significativamente reduzida no grupo AL2 (13,03 + 0,88 =
66,01% + 4,47%, respectivamente; p< 0,5) em relacdo ao grupo controle
(Controle: 19,75 £ 1,53 = 100% + 7,77%, respectivamente; AL1: 15,85 + 1,30 =

80,23% * 6,59%, respectivamente). Na avaliacdo da peroxidagéo lipidica, os
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niveis de TBARS (Figura 13B) mostraram-se elevados nos grupos AL1 (105,6
10,42 = 200,0% + 19,73%, respectivamente) e AL2 (157,6 + 9,36 = 298,6% =
17,8%, respectivamente; p< 0.05) em relacdo ao grupo controle (52,78 £ 5,24 =
100,0% + 9,93%, respectivamente).

Os niveis de GSH (Figura 13C) ndo mostraram diferencas significativas
guando comparados 0s grupos experimentais e controle (Controle: 77,05 + 5,07
= 100% * 6,58%, respectivamente; AL1l: 85,15 = 2,21 = 110,5% +2,87%,
respectivamente; AL2: 78,59 + 4,08 = 102,0% + 5,30%, respectivamente; p>
0,05). Comportamento semelhante foi verificada na atividade da SOD (Figura
13D), onde ndo ha diferencas significativas entre todos os grupos. (Controle:
190,7 £ 2,66; 100,0% = 1,40%, respectivamente; AL1: 184,5+ 1,43 =97,64 % +
0,75%, respectivamente; AL2: 183,2 £ 1,84 = 96,98% + 0,97%, respectivamente;
p> 0,05) apds 60 dias de exposi¢cdo do animal ao aluminio.

No entanto, a atividade da CAT (Figura 13E) foi reduzida no grupo AL2
(AL2: 0,150 £ 0,017 = 31,72% = 4,31%, respectivamente; p< 0,05) em relacao
aos animais controle e AL1 (Controle: 0,154 + 0,012 = 100,0% + 7,84%,
respectivamente; AL1: 0,050 + 0,006 = 94,0% + 11,02%, respectivamente). Os
niveis de ACAP estdo elevados nos animais controles (6,33 = 0,51 = 100,0% +
8,17%, respectivamente) em relacdo aos grupos expostos ao aluminio (ALL:
2,33 £ 0,50 = 36,9 % + 7,94%, respectivamente; AL2: 2,26 + 0,42 = 35,69% =+
6,73%, respectivamente; p< 0,05).
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Figura 13: Avaliacdo da bioquimica oxidativa no cortex pré-frontal. Os graficos representam,

como percentual do controle, os resultados da bioquimica da oxidacdo nos grupos que
receberam Aluminio por periodo de 60 dias. (A) TEAC, (B) TBARS, (C) GSH, (D) SOD, (E)
Catalase e (F) ACAP. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, p <0,05. + Diferenca

estatistica em relacéo ao controle; # diferenca estatistica em relagédo ao grupo ALL.
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5 DISCUSSAO

Em nosso estudo observamos déficts exploratérios, entretando sem
promover alteracdes em parametros de ansiedade ou coordenagcdo motora fina
e equilibrio; houve alteracéo nos niveis de aluminio no hipocampo, reducéao na
cognicdo e desbalanco na bioquimica oxidativa nas regides associadas a
memoéria (hipocampo e coértex pré-frontal) e também observamos alteragcfes
hematoldgicas e um estado de estresse oxidativo gerado pela exposicao crénica
ao aluminio por 60 dias.

Para este estudo utilizamos duas doses de alumino, estas tem como
base a exposicdo média de centros urbanos (1.5 mg/ kg / day) (Barabasz etal.,
2002) e o total de AL maximo preconizado pela WHO (5.2 mg/kg/day) (Who,
2010) tendo como base o somatério dos niveis relatados pelo consumo de
alimentos e agua. Neste trabalho realizamos um ajuste de dose de humanos
para roedores segundo Reagan-Shaw (2008), de forma que 1,5 mg para 8,3mg
e a dose 5,2 mg foi para 32mg. Esse ajuste permite adequar uma dose
representativa em humanos, para uma dose realmente equivalente roedores,
devido o seu mecanismo de metabolizacdo e excrecdo ser mais elevado por
possuir menor area de superficie corpérea (Reagan-Shaw et al., 2008; Sharma
e Mcneill, 2009).

Neste trabalho escolhemos a via oral, onde o AL € absorvido no intestino
via paracelular através dos enterécitos por processos passivos (Exley et al.,
1996). Embora existam evidéncias da baixa absor¢édo do Al por via oral, nosso
trabalho mesmo em baixas doses conseguiu mostrar gue essa via e nessas
doses ha sim altera¢Bes relacionadas a ingesta do metal (Roskams e Connor,
1990; Cunat, L. et al., 2000) e transcelular envolvendo processos ativos, como
transporte de sédio (Yokel, 2002; Akinrinade et al., 2015). Uma vez na corrente
sanguinea, o Al liga-se a varias proteinas plasmaticas, por exemplo, 93% é
ligada a transferrina (Roskams e Connor, 1990; Nagaoka e Maitani, 2005). Além
disso, é distribuido de forma desigual nos tecidos de animais experimentais
tratados com aluminio, sendo este comportamento também encontrado em
humanos (Roskams e Connor, 1990; Greger e Sutherland, 1997; Yokel e

Mcnamara, 2001; Yokel, 2002). Em nosso trabalho podemos observar que a
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exposicdo cronica a Al por 60 dias gerou um nivel deste metal no sangue
periférico equivalente a 92.93ug/mL.

O aluminio que esta presente no sangue periférico pode utilizar a
proteina plasmatica transferrina para penetrar na barreira hematoencefalica por
endocitose, elevando assim a concentracdo deste metal no sistema nervoso
central (SNC) (Nagaoka e Maitani, 2005). Varios estudos tanto in vitro quanto in
vivo relacionam o acumulo deste metal no encéfalo com doencas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer e esclerose lateral
amiotrofica, por modificar o metabolismo e influenciar em diversas fungées do
SNC (Yokel, 2000; Zatta et al., 2002; Kawahara e Kato-Negishi, 2011).

5.1 Efeitos da exposicao cronica ao aluminio no sangue

Os resultados deste estudo demonstraram que a exposi¢cao cronica ao
cloreto de aluminio (AICls), em baixa dose, foi capaz de promover alteragbes
hematolégicas e estado de estresse oxidativo. A presenca destas alteracdes
esta associada a capacidade do Al em participar de reac¢des importantes para a
osmeostase do sistema sanguineo.

O plasma é um tecido especial liquido, cuja as suas principais funcdes
sao transporte de nutrientes, hormonios e proteinas (Yu et al., 2011; Benjamine
Mclaughlin, 2012). Sendo assim, exerce um papel crucial no funcionamento do
corpo humano, carregando todos 0s componentes sanguineos essenciais para
0 organismo como plaquetas, eritrocitos e leucoécitos (Benjamin e Mclaughlin,
2012). Desta forma, utilizamos o plasma como primeira linha de investigacao
para a predicdo do estresse oxidativo. A capacidade antioxidante do plasma é a
principal medida para avaliar o estado e/ou potencial de estresse oxidativo
(Wendland et al., 2001; Tonin et al., 2015). Em nosso estudo observamos que
os niveis de TEAC no grupo AL2 diminuiram em rela¢do ao grupo AL1.

Embora ndo tenhamos encontrado alteracbes nas atividades de GSH e
SOD, a atividade de CAT diminuiu nos grupos AL1 e AL2, a fim de confimar um
estado de estresse oxidativo, quantificamos os niveis de TBARS e observamos
um aumento da peroxidacgdo lipidica no grupo AL2, nesse sentido observamos
um desequilibrio do sistema antioxidante no plasma (Ayala et al., 2014; Montes-
Nieto et al., 2017).
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Esse desequilibrio ocorre, pois a catalase € inibida na presenca de
acumulo de radical superoxido (Kono e Fridovich, 1982; Galbusera et al., 2006),
esse possui a capacidade de formar um complexo mais potente com o Al (Mujika
et al., 2011), prejudicando a sua remocao pela SOD consequentemente nao
decompondo o perdxido de hidrogénio de forma rapida(Halliwell, 2006), isso
pode explicar os niveis de catalase baixos encontrados nesse trabalho.

Além disso, mesmo sem diferecas significativas em SOD, é possivel que
0s niveis inalterados dessa enzima estejam relacionados a reacdo O2" e ‘NO,
mais rapida em relacédo a SOD (Halliwell, 2006; Fukai e Ushio-Fukai, 2011), além
do fato desta agir de maneira eficiente em condi¢des normais, com baixa
concentracéo de O2™ (Ushio-Fukai, 2009; Fukai e Ushio-Fukai, 2011). Somando-
se a isso, os valores de GSH permaneceram inalterados, possivelmente pela
oxidacdo de NADH oriundo acumulo do complexo aluminio/superéxido (Ushio-
Fukai, 2009).

A fim de continuar investigando a influéncia do aluminio nos demais
componentes do tecido sanguineo, foram avaliados os eritrécitos, pois possuem
como papel principal o transporte de oxigénio e gas carbonico para os tecidos,
sdo responsaveis pela manutencdo do equilibrio &cido-base do organismo,
também sdo equipados com um sistema antioxidante, essenciais para o sua
integridade (Kuhn et al.,, 2017). Assim, verificamos que a capacidade
antioxidante total nos grupos expostos estao diminuidas em relacéo ao controle,
0s niveis de SOD manteram-se inalterados, isto pode ocorrer pois 0 Al possui a
capacidade de complexar-se com cofatores desta enzima, prejudicando a
eficacia da mesma, pois mesmo em situacao estresse, esta via ndo consegue
responder positivamente ao estimulo (Rui e Yongjian, 2010; Liu et al., 2018).

Os niveis de GSH permaneceram inalterados (Murakami e Yoshino,
2004) e a atividade da CAT aumentou (Bhalla e Dhawan, 2009), esse
comportamento foi visto em outros trabalhos, onde a atividade de GSH foi
limitada e por um sistema compensatorio a CAT foi estimulada positivamente
(Wang et al., 2012). Nesse contexto, para confirmando um estado de estresse
oxidativo, os nives de TBARS estdo aumentados, mostrando que existe
peroxidacao lipidica (Gangwar et al., 2014).

Em nosso trabalho podemos observar a complexidade do sistema

sanguineo frente a um estado de estresse oxidativo, possuindo diferentes
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comportamentos a uma mesma exposi¢cao, mostrando ser suscetivel aos danos

oxidativos e estes danos sendo repercutido de maneira sistémica.

5.2 A exposicao cronica ao aluminio e o comprometimento motor

O controle motor, depende da interacéo de diversas regides para receber
as informacdes, processar e enviar o comando motor gerado para os efetores
gue produzem essa resposta.(Schalow e Zach, 2000; Berniker e Kording, 2009;
D'avella e Lacquaniti, 2013). Nesse contexto, para avaliar o controle motor, a
locomocdo € uma excelente ferramenta, uma vez que todos 0os mecanismos,
desde a geracdo de padrdes simples, como uma caminhada, até ajustes de
controles complexos e precisos de coordenacao e equilibrio estdo envolvidos na
locomocéo (Clarac et al., 2004; Goulding, 2009; Lacquaniti et al., 2012; Kiehn,
2016)

O primeiro teste utilizado para avaliar o desempenho motor do animal,
foi a locomocdo expontéanea, onde o animal explorou uma uma arena e 0s
seguintes parametros foram avaliados, distancia total percorrida, distancia
percorrida no centro e na periferia da arena e a quantidade de
levantamentos(Lau et al., 2008; Tatem et al., 2014). Observamos que apoés o
periodo de exposicdo em ambas as concentracdes, 0s animais apresentaram
uma reducdo na capacidade exploratéria total (horizontal e vertical), além de
reduzir a distancia percorrida na distancia do aparato. Este dado mostra uma
diminuicdo da capacidade motora expontanea desse animal. Entretando, este
teste ndo é sensivel para avaliar a causa da disfuncdo motora, devido a fatores
externos, tais como cogni¢ao, ansiedade e condicdes ambientais, que podem
contribuir  significativamente para um aumento da Vvariabilidade do
comportamento motor desse animal (Carola et al., 2002; Lecorps et al., 2016).

Buscando um fator que possa ter influenciado neste parametro motor,
avaliamos ansiedade/emocionalidade neste animal, utilizando o plus maze test,
um teste sensivel que utiliza a aversdo do animal por ambientes elevados e
abertos, instigando a dualidade do mesmo, uma vez que ratos possuem uma
tendéncia natural a explorar novos ambientes (Morato e Brandao, 1997; Komada
et al., 2008; Deacon, 2013b; Biedermann et al., 2017). Observamos que em

ambas as concentracdes utilizadas de Al, os animais ndo apresentaram
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alteracdes no comportamento ansiogénico ou ansiolitico. Desta forma, podemos
sugerir que as alteragbes nos parametros motores ndo estao relacionadas a
alteracdes emocionais.

Sendo o parametro emocional inconclusivo, outro fator que poderia
determinar alteragbes na exploracdo espontanea, seria a presenca de
disfuncbes motoras, estas investigadas a partir de um estimulo motor forcado no
animal, utilizando o teste do rotarod, metodologia sensivel e com alta
reprodutibilidade (Hamm et al., 1994; Galante et al., 2009; Deacon, 2013a). O
animal é posicionado on a rotating rod e tem que manter o equilibrio, um sensor
embutido logo abaixo regista o tempo até que o animal perca o equilibrio e caia
from the rotating rod (Deacon, 2013a; Teixeira et al., 2014). Quando avaliamos
0 numero de gquedas, nosso estudo mostrou que ndo houve alteracdes no
controle motor, quando avaliado o componente equilibrio.

Ainda buscando avaliar possiveis disfuncbes motoras, investigamos
componentes da coordenacdo motora fina, por meio do teste Beam Walking,
onde os animais encontravam-se em uma extremidade da vara, este um local
alto e aberto, sendo entdo encorajados a percorrer até a outra extremidade da
vara, onde encontra-se a safe box, como forma de evidenciar parametros de
coodenacdo motora fina e equilibrio, que pode ser visto pela quantidade de
deslizes das patas do animal nas varas de diferentes tamanhos e espessuras
(Goldstein e Davis, 1990; Stanley et al., 2005; Luong et al., 2011), ndo mostrando
diferenca ao final dos 60 dias de exposicao nas duas doses de AL.

Os movimentos voluntarios, podem sofrer esta influéncia devido ao seu
complexo conjunto de redes e vias neuronais localizadas em varias regides do
encéfalo, como o cortex, responséavel pelo planejamento, programacao motora,
assim como ser a regiao efetora do movimento (Rothwell et al., 2002; Christe et
al., 2007; Harrison e Murphy, 2012). O mesmo apresenta varias camadas em
sua morfologia, sendo na camada 4, onde pode-se encontrar a populagdo de
neurdnios piramidais, 0s principais neurénios envolvidos por gerar grande parte
excitagdo iniciada no cortex , enviando comandos via medula espinha até os
musculos para o0 movimento ser realizado (Harrison e Murphy, 2012; Vitrac et al.,
2014; Kawaguchi, 2017), sendo um excelente marcador dano motor (Oliveira et
al., 2014). A rede de regides corticais motoras, pré-motoras e somatossensoriais

(Misra e Coombes, 2015), sédo responsaveis pelo controle do movimento, onde
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cada uma desempenha uma um papel especifico desde a preparacao, execucao
e movimento voluntario (Sheets e Shepherd, 2011).

Além disso, outras regides estado envolvidas nesse processo, COMo 0S
ganglios de base e o cerebelo, este sendo responsavel por modularem as vias
motoras, produzindo movimentos planejados e coordenados, bem como
aprendizagem motora (Robinson e Fuchs, 2001; Prevosto e Sommer, 2013;
Coco e Perciavalle, 2015; Sokolov et al., 2017). Entre os tipos celulares de
Purkinje ndo se mostraram sensiveis a exposi¢cdo ao Aluminio, estes neurdnios
sdo fundamentais na circuitaria cerebelar, responsaveis pelo processamento de
informagdes durante eventos motores buscando uma perfeita execucdo do
movimento, contribuindo no controle motor (Prevosto e Sommer, 2013;
Sauerbrei et al., 2015; Gaffield et al., 2016). Sendo assim, a populacao cerebelar
de células analisadas no intuito de avaliar o dano (Pascual et al., 1998; Louis et
al., 2014).

Nosso trabalho traz evidéncias que a exposicédo em baixas doses aluminio
nao € capaz de promover alteracdes motoras significativas, ndo influenciando

em um quadro emocional ndo promovendo um efeito ansiogénico.
5.3 Efeitos da exposi¢ao crdonica ao aluminio e a cognicéo

Uma vez no sistema nervoso, o aluminio intensifica a capacidade de
transicdo dos metais pro-oxidantes, como Ferro (Fe) e Cobre (Cu) (Exley 2004).
Sendo assim, € capaz de participar de racfes responsaveis pela formacéo de
radicais livres, como superdxido (O2 e—),hidroperoxil, hidroxila e peréxido de
hidrogénio (H202) (Ruipérez et al., 2012). Este metal possui a capacidade de
formar um complexo com o superdxido, otimizando as reac¢des de oxidacao nos
diferentes sistemas biolégicos, por exemplo na oxidacdo da nicotinamide
adenine dinucleotid (NADH) e xantina/xantina oxidase (Kong et al., 1992;
Abubakar et al., 2003).

A enzima responsavel pela conversao de superéxido em peroxido de
hidrogénio, a superdoxido dismutase (SOD) (Yasui et al.,, 2005), ndo sofreu
alteracdo no modelo proposto. Corroborando com nossos dados, ja foi relatado
que a exposi¢do ao aluminio em baixa dose (15mg/kg) em ratos, também néo
foi capaz de modificar os niveis de SOD, gerando um acumulo de radicais

superéxido. O acumulo de superdxido no sistema nervoso, pode ser um dos
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possiveis mecanismos envolvidos da reducéo da atividade da catalase (Kakkar
et al., 1995), inclusive essa diminuicao foi demonstrada em nosso estudo. Outro
fator que pode interferir nessa atividade € a reducdo do pH do microambiente,
influenciado pelo acumulo de outros radicais livres, como peroxido de hidrogénio
(Ciriolo et al., 1997; Zhao et al., 2008).

O perdxido de hidrogénio, também pode ser convertido em agua pela
Glutationa (GSH) (Ng et al., 2007), porém esta ndo respondeu a exposi¢ao ao Al
proposta neste estudo, possivelmente devido uma redugcdo de um de seus co-
fatores (Berndt e Lillig, 2017), o NADH, este sendo oxidado pelo complexo
aluminio/superéxido, sendo este um possivel fator para a ndo responsividade
desta via antioxidante.(Exley, 2004; Mujika et al., 2011) Nesse contexto, a
capacidade antioxidante da amostra mostrou-se diminuida, tanto por TEAC
qguanto por ACAP, confirmando a capacidade do Al em influenciar a atividade de
antioxidantes enzimaticos como glutationa, superoxido dismutase e catalase,
devido a sua capacidade em mimetizar o comportamento de metais essenciais
para o equilibrio redox (Joshi et al., 1994; Yokel, 2000).

Os desequilibrios no sistema antioxidante enzimatico, levam ao aumento
da concentracdo de espécies reativas de oxigénio, estas envolvidas em
processos oxidativos de membranas e macromoléculas (Birben et al., 2012),
consequentemente gerando um aumento dos niveis de peroxidacao lipidica
(Mseddi et al., 2015), como visto em nosso estudo. Desta forma, sugere-se que
0 estresse oxidativo € uma via potencial para as alteracdes no sistema nervoso
promovidas pela exposi¢do ao aluminio.

Muitos estudos mostram a associagdo entre o estresse oxidativo e o

baixo nivel de antioxidantes com declinios cognitivos, tais como memoria,
orientacao e funcdes executivas (Berr et al., 2000; Berr, 2002; Harrison, 2012;
Cervellati et al., 2014, Baierle et al., 2015; Okubo et al., 2017; Hajjar et al., 2018).

Esta associacdo tem sido descrita em processos de envelhecimento e
aparecimento de doencas neurodegenerativas, como comprometimento
cognitivo leve e deméncia, onde podemos observar a vulnerabilidade do cérebro
aos danos oxidativos (Baierle et al., 2015; Okubo et al., 2017; Hajjar et al., 2018).

Dentro os processos envolvidos na cogni¢do, a formagdo de memaria €
um dos mais importantes e depende de varios estagios para sua elaboracao. As

regides que participam deste processo sdo o cortex pré-frontal, hipocampo e
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areas adjacentes (Preston e Eichenbaum, 2013; Snow, 2016), nesse processo
cada &rea executa um papel especifico para formacdo da memoria, sendo eles
codificacdo, consolidacdo e recuperacdo (Preston e Eichenbaum, 2013). As
memorias podem ser classificadas de acordo com a sua duracdo em memaoria
de trabalho: memodria imediata, dura segundos ou poucos minutos; memoria de
curto-prazo, se desenvolve em segundos e dura por horas; memoéria de longo-
prazo, consolida-se lentamente e é permanente (IZQUIERDO et al., 1999). Por
certo, memoarias de curto e longo prazo séo entidades distintas (IZQUIERDO et
al.,, 1998) e podem ser avaliadas em animais por diferentes tarefas
comportamentais.

Entre estas tarefas, o teste de reconhecimento de objetos é utilizado
para acessar a memoria imediata/curto-prazo, baseando na propensao natural
do animal em explorar o objeto novo ao invés do conhecido (Broadbent et al.;
Bertaina-Anglade et al., 2006; Warburton e Brown, 2015). Em nosso estudo,
apenas 0s animais que receberam a maior dose de aluminio apresentaram
alteracdes de memoria.

A fim de continuar investigando a influéncia do aluminio nos demais tipos
de memoria, utilizamos o teste esquiva inibitoria (Martel et al., 2010; Canto-De-
Souza e Mattioli, 2016), baseado na esquiva inibitoria. Neste estudo, o aluminio
na menor dose ndo alterou a memdéria curta, diferentemente do grupo que
recebeu a maior dose. Na consolidagdo da memoria aprendida de longo-prazo
ambos os grupos sofreram danos no processo, ocasionados pela exposicéo
cronica ao aluminio.

Percebemos que a exposi¢cdo ao Al, mesmo em baixas doses, foi capaz
de gerar um desequilibrio pr6-oxidante, desencadeando declinio cognitivo nos
animais, isto ocorre pois 0 sistema nervoso € muito vulneravel ao estresse
oxidativo devido ao grande consumo de oxigénio, presenca de ferro, acidos
graxos poli-insaturados e quantidades reduzidas de antioxidantes (Di Penta et
al., 2013; Baierle et al., 2015).

Portanto, nosso trabalho traz evidéncias que a exposi¢cdo em baixas
doses de aluminio é capaz de promover desbalanco oxidativo, alterando o
funcionamento dos antioxidantes enziméticos e promovendo peroxidacao
lipidica, consequentemente gerando alteracdes cognitivas, especificamente em

memoria de longo e curto prazo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos da exposicdo ao Al 60 por dias em doses
equivalentes a exposicdo em areas urbanas e na dose maxima considerada

segura pela OMS, em ratos adultos, nos permite concluir:

e Os niveis de Al se mostraram maiores nos animais expostos em
comparacado aos animais controle, desencadeando estresse oxidativo
sanguineo.

e A exposicdo ao Al ndo foi capaz de promover alteracdes motoras
significativas, sendo evidenciado apenas um déficit exploratorio;

e A exposicao sistémica ao Al foi capaz de desencadear alteracdes em
memoria associada ao estresse oxidativo em hipocampo e Cértex Pré-

Frontal, regides estas essenciais para a cognicao.

Dessa forma, podemos afirmar que a exposicdo ao Al em ratos, em
doses equivalentes a exposi¢céo urbana e em doses potencialmente seguras sao
capazes de promover quebra da homeostasia sanguinea, alterando o equilibrio
bioquimico hipocampal, gerando um estado de estresse oxidativo e dano
cognitivo, porém ndo sendo capaz de promover alteracdes significativas no
cerebelo e em parametros motores.

Permanecendo o questionamento sobre como estas baixas doses séo
capazes de promover alteracdes a nivel molecular, na interacdo do aluminio com
as diversas enzimas do sistema antioxidante endégeno e a sua influéncia no

perfil proteémico de regides envolvidas na cognicao.
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8 ANEXO

8.1 — Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais

UFPA Comissao de Etica no
. Universidade Federal do Para Uso de Animais
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NERVOSO CENTRAL DE RATOS EM MODELOS DE DOSE/RESPOSTA DE EXPOSICAO AO CLORETO DE ALUMINIO.®, protocolada sob o
CEUA n® 5923210617, sob a responsabilidade de Rafael Rodrigues Lima e equipe; Rafael Monteiro Fernandes - que envolve a3
producao, manutencao efou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem). para fins de
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