INTOXICACAO SUBAGUDA AO MANGANES EM RATOS WISTAR ADULTOS:
AVALIACAO DE PARAMETROS OXIDATIVOS NO SNC E DEPOSICAO DO METAL EM

DIFERENTES TECIDOS

Maria Victéria Branco Flores?
Tuany Eichwald?

Analu Mantovani?

Viviane Glaser*

Carine Raquel Richter Schimitz®
Carina Rossoni®

Jovani Antonio Steffani’

Diego Perinetto®

Diego de Carvalho?®

Aline Pertile Remorio

Recebido em: 08 mar. 2018
Aceito em: 26 nov. 2018

RESUMO: O Manganés (Mn) é um metal essencial para o organismo. E distribuido no
ambiente e utilizado em processos industriais. Apesar de essencial, € neurotoxico a
exposi¢des cumulativas, causando uma desordem neuroldgica, o Manganismo. O estudo
avaliou o efeito da administracdo subaguda de Mn sob a forma de cloreto e acetato de Mn,
sobre a fungcdo mitocondrial e parametros oxidativos no encéfalo, bem como o acumulo
deste metal no encéfalo e tecidos periféricos de ratos adultos. Os ratos receberam 6 mg/kg
de Mn i.p. na forma de cloreto ou acetato de Mn, 5 dias/semana por 4 semanas. O grupo
controle recebeu solucéo salina 0,9% pela mesma via de administragcdo e mesmo periodo.
Foi mensurada a concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e
grupamentos NPSH, a atividade dos complexos | e Il da cadeia respiratoria no encéfalo
e/ou estruturas cerebrais, bem como o peso corporal e a concentracado de Mn e Fe no soro,
encéfalo, tecido renal e hepatico. Foi observada uma diminuicdo no ganho de peso corporal
dos animais que receberam o Mn, um aumento na concentracdo/depdsito de Mn no soro,
encéfalo e tecido renal, tanto na forma de cloreto e acetato de Mn, quando comparados
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com o grupo controle. Aléem disso, houve um aumento significativo no conteddo de NPSH
no encéfalo e, embora nédo significativo, uma tendéncia de aumento da concentracao de
TBARS, no grupo que recebeu cloreto de Mn. Ainda, foi verificada uma inibicdo na atividade
do complexo | no estriado dos animais expostos ao cloreto de Mn. Nao houve diferenca
entre 0s grupos nas atividades do complexo | e 1l no encéfalo e hipocampo. Em conjunto,
os dados indicam que a exposicdo ao Mn em baixas doses contribui para o
desenvolvimento de estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial no SNC, com aparente
predilecdo de dano ao estriado.

Palavras-chave: Manganés. Exposicdo subaguda. Parametros oxidativos. Funcéo
mitocondrial.

MANGANESE SUBACUTE INTOXICATION IN ADULT WISTAR RATS: EVALUATION
OF OXIDATIVE PARAMETERS IN CNS AND METAL DEPOSITION IN DIFFERENT

TISSUES

ABSTRACT: Mn is an essential metal to the organism. It is distributed in the
environment and used in industrial processes. Although essential, it is neurotoxic to
cumulative exposures, and can cause a neurological disorder, called Manganism. This
study evaluated the effect of subacute Mn as chloride and acetate of Mn administration
on mitochondrial function and oxidative parameters in adult rat brain, as well as the
accumulation of this metal in the brain and peripheral tissues. The rats received 6
mg/kg of Mn i.p., as Mn chloride or Mn acetate, 5 days/week for 4 weeks. The control
group received 0.9% of saline solution in the same way of administration and in the
same period. It was measured the concentration of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and NPSH groups, the activity of mitochondrial complex | and I
in brain and/or in the brain structures, as well as the body weight and the concentration
of Mn and Fe accumulation. It was observed a decrease on body weight gain in animals
exposed to Mn and an increase of concentration/deposit of Mn in serum, brain and
kidney, in the both Mn chloride and acetate form when compared to the control group.
In addition, there was a significant increase in brain NPSH content and, although it was
not significant, a trend of increasing on TBARS concentration in the group that received
Mn. Besides that, a significant inhibition of complex | activity was observed in the
striatum of the animals exposed to Mn. There was not difference between groups on
complex | and Il in the brain and hippocampus. Together, these data indicate that
exposure to Mn at low doses contributes to the development of oxidative stress and
mitochondrial dysfunction in the CNS, with apparent predilection of striatum damage.
Keywords: Manganese. Subacute exposure. Oxidative parameters. Mitochondrial
function.

INTRODUCAO

O Manganés (Mn) é um metal abundante na crosta terrestre e normalmente é
encontrado no ar, na agua, no solo, nas rochas e também nos alimentos como cereais,
sementes, feijdes, nozes, chas, frutos do mar, chocolates, especiarias, frutas, vegetais e
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grdos em geral. E também muito utilizado na confec¢do de produtos e na industria da
mineracgao, do aco, ligas de aluminio, dentre outras (WILLIAMS et al., 2012).

Participa de processos fisioldgicos importantes no organismo (WILLIAMS et al.,
2012), é essencial para a fisiologia do cérebro e possui papel de cofator em processos
enzimaticos, pois algumas enzimas importantes como a arginase, glutamina sintase,
superoxido dismutase (SOD) e a piruvato carboxilase sdo dependentes de Mn (BOWMAN
et al., 2011; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ; ASCHNER, 2013).

Os mecanismos de absorcdo do Mn ainda sdo bastante controversos, mas sabe-
se que ao ser ingerido, o Mn é absorvido nos enterécitos do intestino sob a forma divalente
(Mn?*) (LEBLONDEL; ALLAIN, 1999) e entra nas células na forma de cation Mn?*, por
difusdo passiva ou pelo transporte ativo, através do transportador de metais divalente 1
(DMT1), transporte que usa o gradiente de prétons para translocar metais pela membrana
celular (BELL; KEEN; LONNERDAL, 1989; GARRICK et al., 2003).

Apoés entrada na circulagdo sanguinea, o Mn?* é, em maior parte, oxidado a Mn
trivalente (Mn®*) e transportado pela transferrina (Tf), aos demais tecidos do organismo
(ASCHNER; GANNON, 1994; TAKEDA; SAWASHITA; OKADA, 1995). E distribuido do
plasma para os tecidos de forma rapida e o figado, o pancreas, 0S 0Ss0s, 0S rins e o cérebro
sdo os tecidos que retém a maior quantidade de Mn, pois requerem maior necessidade de
energia e possuem grande quantidade de mitocondrias (ASCHNER; ASCHNER, 2005). O
Mn3* é mais oxidante que o Mn?*, desta forma, o Mn3* transportado pela Tf possui um alto
potencial oxidativo, é depositado dentro das células, e em excesso € toxico e pode causar
estresse oxidativo (EO) (GUNTER et al., 2013). Também pode ser inalado e essa via é
considerada mais eficiente, mais rapida e com maior potencial de transferéncia de Mn,
principalmente para o cérebro (ROTH, 2006). Neste caso, DMT1 auxilia no transporte do
Mn pelo sistema respiratério (THOMPSON et al., 2007) e capta 0 Mn do pulméao (HEILIG et
al., 2005). Atualmente, além do DMT1, sabe-se que existem outros transportadores e/ou
translocadores envolvidos no influxo de Mn para o interior das células (CHEN et al., 2015).

Como o Mn e o ferro (Fe) partiiham dos mesmos mecanismos de absor¢cédo e
distribuicdo, a absorcdo do Mn esta relacionada com a do Fe. Estes metais competem
entre si por transportadores presentes no organismo, e apresentam uma relagéo inversa
entre a quantidade de Fe e a absorcao do Mn. Quando os niveis de Fe do organismo estdo
diminuidos, a quantidade de transportadores de membrana é aumentada (GUNSHIN et al.,
1997), ocorrendo assim uma maior absorcdo e acumulacdo do Mn (FITSANAKIS et al.,
2011; SMITH et al., 2013).

A exposigao ocupacional € uma das principais causas de intoxicagdo humana ao
Mn. No meio ambiente, tanto na dgua quanto nos alimentos, ha elevados niveis de Mn,
favorecendo um alto risco de contaminacao para a populacdo em geral (OULHOTE et al.,
2014). Assim, exposicdes a elevadas quantidades de Mn podem levar a uma doenca
neurotoxica conhecida por Manganismo, doenca que compartilha de varios sintomas com
a doenca de Parkinson (DP), como deficiéncias motoras, cognitivas e emocionais
(HORNING et al., 2015; KWAKYE et al., 2015; ASCHNER et al., 2007; ROTH, 2006), porém
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0S mecanismos envolvidos parecem ser distintos.

O Manganismo é causado por lesdes neuronais em regides corticais e subcorticais
do cérebro, os ganglios da base (HERRERO HERNANDEZ et al., 2006) e é
morfologicamente caracterizada pela perda neuronal no globo palido, substancia negra e
estriado (OLANOW, 2004). As caracteristicas clinicas sao caracterizadas como disfungéo
cognitiva, distirbios comportamentais como de humor e psicose (LUCKING et al., 2000).
Os sintomas apresentados no inicio da doenca compreendem perda de memoria, cefaleia,
palpitacfes, tremor nas maos, dorméncia nos bracos e pernas. Além destes sintomas, 0s
casos mais graves podem apresentar dificuldades como tremor na escrita, em desenhar
circulos, morder a lingua enquanto fala, entre outros sintomas (JIANG et al., 2006).

Por outro lado, a DP é caracterizada, principalmente, pela degeneracdo dos
neurdnios dopaminérgicos na substancia negra parte compacta do estriado. E as
caracteristicas clinicas mais comuns sao manifestacdes neurocomportamentais, psicose,
tremor postural, alteracdo da marcha e do equilibrio, sinais piramidais e rapida progressao
(JANKOVIC, 2005).

Diversos estudos apontam como uma das causas das doencas
neurodegenerativas, a geracao de radicais livres e a predisposicdo ao EO (HUANG; ONG;
CONNOR, 2004). As células neuronais sdo mais suscetiveis ao EO em comparacdo aos
outros tecidos do organismo (UTTARA et al., 2009), pois o cérebro no seu metabolismo
possui um elevado consumo de glicose e oxigénio, desta maneira se expde aos radicais
livres (NAVARRO-YEPES et al., 2014), e quando comparado ao restante dos tecidos do
corpo, ele € mais sensivel por possuir uma menor defesa antioxidante (SAEIDNIA;
ABDOLLAHI, 2013). Além disso, a sobrecarga de metal no cérebro pode ser uma forte fonte
causadora de EO (UTTARA et al., 2009).

O EO é desencadeado a partir do aumento da geracdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) (SAEIDNIA; ABDOLLAHI, 2013), as quais sao originadas, principalmente,
através do oxigénio molecular que é o aceptor final de elétrons da cadeia respiratéria (AON
et al., 2012).

Como consequéncia, o EO (CAROCHO; FERREIRA, 2013) pode contribuir com a
peroxidagdo dos lipideos de membrana, oxidacdo de receptores hormonais e enzimas,
inativagcdo da atividade de enzimas, e a uma série de lesdes celulares, culminando para a
morte celular (LEONARDUZZI; SOTTERO; POLI, 2010; MAGDER, 2006).

Estudos demonstraram que, quando em excesso, a mitocondria armazena o Mn
intracelularmente (COTZIAS, 1958), resultando na inibicdo da fosforilagdo oxidativa
(GAVIN; GUNTER; GUNTER, 1992). Em estudos utilizando ratos adultos, foi verificado que
a administracédo crénica de Mn inibe diretamente o complexo Il (SINGH et al., 1974) e os
complexos I-IV da cadeia respiratéria no encéfalo (ZHANG; ZHOU; FU, 2003), o que
poderia causar aumento na producéo de EROs, contribuindo para a disfuncdo mitocondrial
e apoptose dos neurdnios (CHUN; LEE; SON, 2001; ZWINGMANN; LEIBFRITZ; HAZELL,
2003).

RIES, ISSN 2238-832X, Cacador, v.7, n° 2, p. 193-210, 2018.



~197 ~

Conforme o exposto, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na
toxicidade causada pelo Mn, embora estas alteracdes mencionadas foram observadas em
modelos de intoxicacdo cronica em ratos adultos e em modelos experimentais com ratos
neonatos. Desta forma, este estudo objetivou avaliar o efeito da administracéo
intraperitoneal de Mn, de forma subaguda, em baixa dose, por longo periodo de exposicao,
sobre respostas de EO, funcdo mitocondrial no encéfalo e em estruturas cerebrais e o pefrfil
de deposicdo de Mn e Fe em tecidos de ratos Wistar adultos.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados ratos Wistar machos adultos com 60 dias de vida
pesando entre 250-350g, com aprovacdo do CEUA/UNOESC sob o protocolo nimero
45/2016. Os animais foram mantidos por 15 dias para aclimatizacdo em gaiolas de plastico
comunitérias alocadas num ambiente com temperatura controlada a 22+1°C, em ciclo de
iluminacdo de 12 horas claro/escuro e livre acesso a agua e a ra¢do. Durante todos os
procedimentos foram seguidos o0s principios basicos do uso de animais em toxicologia
(adotados pela Sociedade de Toxicologia em Julho de 1989), minimizando o nimero de
animais, bem como seu sofrimento. Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais, sendo eles: 1) Grupo controle que recebeu administracdo salina 0,9%
intraperitonealmente; 2) Grupo Cloreto de Manganés que recebeu 6 mg/kg de Mn sob a
forma de cloreto de Manganés (MnCl2) e o 3) Grupo Acetato de Manganés que recebeu 6
mg/kg de Mn sob a forma de acetato de manganés Mn(CHsCOO)2.

Inducéo do modelo de toxicidade subaguda ao Mn: Cada grupo recebeu uma
administracdo diaria, intraperitonealmente, de cloreto de Mn ou de acetato de Mn na dose
de 6mg/kg (dose baixa), durante 5 dias por semana, por 4 semanas consecutivas, a fim de
ser observado a intoxicagdo subaguda. Os animais do grupo controle receberam o mesmo
volume de solugédo salina estéril 0,9% (O’'NEAL et al., 2014).

Preparacdo das amostras para analise: Ap6s 30 dias de administracdo ao Mn,
os animais foram anestesiados em ambiente adequado (capela) com uma mistura de
cetamina 80mg/kg e xilasina 12mg/kg e procedeu-se a eutandsia por decapitacdo. O
encéfalo foi rapidamente dissecado e as estruturas cerebrais, hipocampo e estriado foram
separadas. Além disso, foram dissecados tecidos periféricos, como tecido renal e figado, a
fim de quantificar o metal depositado. Os tecidos foram mantidos homogeneizados em
tampdao adequado para posterior andlise.

Determinacdo da atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial: A atividade do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial foi mensurada
através da reducao do ferricianeto dependente de NADH em um comprimento de onda de
420 nm, como previamente descrito por Cassina e Radi (1996) A atividade do complexo Il
foi mensurada através da oxidacdo do DCIP em 600 nm, de acordo com Fischer e
colaboradores (1985). As atividades dos complexos da cadeia respiratéria foram
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mensuradas utilizando-se o leitor de placas SpectraMax M5, com temperatura controlada e
calculadas como ymol. min't. mg de proteina.

Mensuracdo de parametros oxidativos: A mensuracdo de TBARS (também
conhecido como uma medida de peroxidacao lipidica) foi determinada em uma reacao
contendo &cido tiobarbitarico na presenca de calor, conforme descrito por Esterbauer e
Cheesman (1990). Apoés incubacéo a 100°C, a absorbancia da cor formada foi determinada
a 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina. Os grupamentos tidis
nao proteicos (NPSH), representados pela glutationa (90%), foram determinados conforme
descrito por Ellman (1959). Uma aliquota de acido tricloroacético 20% foi adicionada a uma
aliquota de mesmo volume de amostra e centrifugados a 10.000 x g, durante 10 min, a 4°C.
Aposs, uma aliquota do sobrenadante foi diluida em 800 mM de tampao fosfato de sédio, pH
7,4 e adicionado 500 uM de DTNB (5,5’-ditio bis-2-acido nitrobenzdico). A absorbancia da
cor formada foi determinada a 412 nm apds 10 minutos. Os resultados foram expressos em
nmol/mg de proteina.

Avaliacdo da concentracdo de Mn e Fe por espectrometria de absorcao
atdmica: 100 mg de tecido foram utilizados para determinar a concentracdo de Mn e Fe,
através da espectrometria de absorcao atbmica de acordo com Fitsanakis e colaboradores
(2008) com algumas modificacdes. Para isto, o tecido foi digerido em 1,5mL de uma mistura
de &cidos contendo 1,2 mL de acido nitrico 65% e 300uL de &cido perclérico por 24 horas
a temperatura ambiente. ApGs, as amostras permaneceram em banho ultrassénico a 70°C
por 3 horas. A esta solucdo obtida, foi adicionado 3,5mL de acido perclorico 1% e
posteriormente filtrada em membrana com poro de 0,22 um. Em todas as determinacoes,
foram utilizadas curvas padrdes para o calculo da concentracao.

Determinacao de proteinas: O conteudo de proteinas foi determinado de acordo
com o método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando albumina bovina sérica como
padrao.

Andlise estatistica: Os resultados foram expressos como média + erro padréo da
meédia, e analisados por ANOVA para medidas repetidas e ANOVA de uma via ou Teste t
de Student para amostras independentes de acordo com cada desenho experimental,
utilizando-se o software Graph Pad Prism® versao 5.00.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra o ganho de peso corporal de ratos Wistar adultos de 60 dias de
vida, que receberam um administracdo diaria de Mn na forma de cloreto de Manganés
(MnCl2) ou acetato de Manganés (Mn(CH3COOQ)2) ao longo das 4 semanas de tratamento
(intoxicacdo subaguda). Pode ser observado que houve uma diminuicao significativa no
ganho de peso corporal dos animais que receberam tanto cloreto quanto acetato de
manganés quando comparados com o grupo controle ao longo do tratamento (diferenca
entre 0s grupos [Fe,.15=2,2767; P=0,1369], entre as semanas de tratamento [F3,45=6,8999;
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P<0,001] e interag&o entre 0s grupos e a semanas de tratamento [F3,45=97,289; P<0,001]).

4007 o Controle
- 6 mg/kg Mn (Cloreto de Mn)
@ 6 mg/kg Mn (Acetato de Mn)
3504 . T
ity
2 /3/ **
: L 4
-
3004 1 3 -
6
250'[
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Tempo de tratamento (semanas)

Figura 1. Efeito da administracdo subaguda de cloreto e acetato de manganés sobre o0 ganho de peso
corporal em ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-350g). Os dados representam a média + erro padrdo da
média (n=6 animais por grupo) "P<0,05; *P<0,01 quando comparado o grupo Cloreto de Mn com o grupo
controle e #P<0,05; #P<0,05 quando comparado o grupo Acetato de Mn com o grupo controle (ANOVA para
medidas repetidas seguida de teste post-hoc de Tukey).

A Figura 2 representa a concentracdo/acumulo de Mn avaliada por espectrometria
de absorcao atémica no soro (Figura 2A), encéfalo (Figura 2B), tecido hepético (Figura 2C)
e tecido renal (Figura 2D) dos ratos Wistar machos adultos apds exposicdo subaguda de
Mn sob a forma de Cloreto e Acetato de Mn. Pode ser observado na figura que houve um
aumento significativo na concentracdo deste metal no soro [F,13)=29,82; P<0,001], quando
administrado sob a forma de acetato de Mn quando comparado com 0S outros grupos.
Também houve um aumento significativo deste metal no encéfalo [F2,9=18,49; P<0,001] e
no tecido renal [F,12=47,94; P<0,001], tanto na forma de cloreto como acetato de Mn,
guando comparados com o grupo controle.
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Figura 2. Efeito da administragdo subaguda de cloreto e acetato de manganés sobre a
concentracdo/acumulo de Mn no soro (A), encéfalo (B), figado (C) e rim (D) de ratos Wistar (machos, 60
dias, 250-350g). Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=4 a 5 animais por grupo)
"P<0,001 quando comparado com o grupo controle e ##P<0,001 quando comparado com o grupo Cloreto
de Mn (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey).
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A Figura 3 mostra a concentracao de Fe avaliada por espectrometria de absorcao
atdbmica no soro (Figura 3A), encéfalo (Figura 3B), tecido hepatico (Figura 3C) e tecido renal
(Figura 3D) dos ratos Wistar machos adultos apds exposi¢cao subaguda de Mn sob a forma
de cloreto e acetato de Mn. Pode ser observado na figura que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos em todos os tecidos avaliados.

A Figura 4 mostra o efeito da administracao subaguda de Mn sob a forma de cloreto
e acetato de Mn sobre parametros de estresse oxidativo em encéfalo de ratos. Pode ser
observado que o tratamento com cloreto de Mn causou uma tendéncia ao aumento na

concentracdo de TBARS (Figura 4A) em relacdo ao grupo controle, porém este aumento
nao foi significativo.
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Figura 3. Efeito da administragdo subaguda de cloreto e acetato de manganés sobre a concentragéo de Fe
no soro (A), encéfalo (B), figado (C) e rim (D) de ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-350g). Os dados
representam a média * erro padrao da média (n=4 a 5 animais por grupo) (ANOVA de uma via).

Houve diminuicdo significativa de TBARS no encéfalo dos ratos que receberam
acetato de Mn quando comparados com o grupo que recebeu cloreto de Mn [F(2,13=7,002;
P<0,01]. Por outro lado, a administracdo subaguda do cloreto de Mn, favoreceu a um
aumento significativo no contetdo de NPSH (Figura 4B), indicando um aumento nas
concentracfes de grupamentos tiélicos no encéfalo dos ratos [F2,12=5,063; P<0,05]. Este
aumento pode indicar um mecanismo compensatorio para combater a peroxidagéo lipidica.
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Figura 4. Efeito da administragdo subaguda de cloreto e acetato de manganés sobre o contetdo de TBARS
(A) e de NPSH (B) em encéfalo de ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-300g). Os dados representam a

média + erro padrdo da média (n=5 animais por grupo) #P<0,05 comparados com o grupo MnCl2 (ANOVA
de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey).
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De acordo com a figura 5, pode ser observado que houve uma inibicdo
estatisticamente significativa na atividade do complexo | no estriado [t4)=2,345; P<0,05]
(Figura 5B) nos ratos expostos ao Mn através do cloreto de Mn, a qual foi detectada atraves
de andlise estatistica realizada pelo teste t de Student para amostras independentes.
Embora haja uma tendéncia a diminuicdo, nos demais tecidos, encéfalo (Figura 5A) e no
hipocampo (5C), este efeito ndo foi observado em nenhum dos dois tratamentos.
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Figura 5. Efeito da administragdo subaguda de cloreto e acetato de manganés sobre a atividade do
complexo | da cadeia respiratoria em encéfalo (A) e nas estruturas cerebrais estriado (B) e hipocampo (C)
de ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-300g). Os dados representam a média + erro padrdo da média (n=3 e
4 animais por grupo) ‘P<0,05 quando comparado com o grupo controle (ANOVA de uma via; teste t de
Student para amostras independentes).

Do mesmo modo, a Figura 6 mostra que, embora haja uma tendéncia a diminui¢éao
na atividade do complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial em todos os tecidos, nao
houve diferenca significativa entre os grupos analisados. Este fato observado na atividade
tanto do complexo | como do complexo Il poderia ser explicado devido ao baixo nimero de
animais utilizados nestas mensuracoes.
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Figura 6. Efeito da administragdo subaguda de cloreto e acetato de manganés sobre a atividade do
complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial em encéfalo (A) e nas estruturas cerebrais estriado (B) e
hipocampo (C) de ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-300g). Os dados representam a média + erro padrao
da média (n=3 e 4 animais por grupo) (ANOVA de uma via; teste t de Student).
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DISCUSSAO

Ainda que os efeitos e sintomas da exposicao crénica e/ou em baixas doses ao Mn
a populacdo em geral permanecem desconhecidos, estes representam um importante
problema de saude publica, pois afetam trabalhadores através da exposicédo ocupacional e
a populacdo em geral que convive no entorno das regides foco, como industrias e outras
atividades afetadas. Este estudo utilizou um modelo experimental de intoxicacdo subaguda
de Mn em ratos Wistar machos adultos e demonstrou que a administracao intraperitoneal
de Mn sob a forma de cloreto de manganés (MnCl2) e acetato de manganés Mn(CHsCOO)z,
diminuiu significativamente o ganho de peso corporal dos animais ao longo do tratamento,
favoreceu ao acumulo deste metal de maneira significativa no soro, encéfalo e no tecido
renal e contribuiu para o desenvolvimento de EO e disfungdo mitocondrial no SNC, com
aparente predilecdo de dano ao estriado.

Mais precisamente, foi observado que a exposi¢cdo subaguda ou em baixa dosagem
por um curto periodo de tempo (30 dias) ao Mn diminuiu significativamente o ganho de peso
corporal dos ratos em relagcdo ao grupo controle. Ndo foram observadas evidéncias de
peritonite ou toxicidade abdominal evidente, sugerindo que o efeito observado néo foi
devido a problemas com as doses e/ou administracdo, mas sim pelo efeito do Mn. Em
estudo realizado por Fitsanakis e colaboradores (2008), onde ratos receberam tratamento
com injecdes intravenosas de baixa dose de Mn por 14 semanas, também foi observado
diferenca entre o ganho de peso corporal dos grupos tratados em relacéo ao grupo controle,
e o perfil do consumo de ingesta alimentar foi 0 mesmo entre todos os grupos. Além disso,
segundo Cannon e colaboradores (2013) a perda de peso estd comumente associada em
modelos animais de (DP). Ainda que os animais expostos ao Mn tenham demonstrado
significativa diminuicdo do ganho de peso corporal em relacdo ao grupo controle, foi
observado gque todos os grupos do estudo ganharam peso ao longo do tratamento.

Apoés a absorcdo do Mn, o figado é o primeiro 6rgdo alvo e é considerado um
reservatorio de Mn, o qual pode concentrar até 1,5 mg/Kg no figado humano ou 3 mg/Kg
no figado de suinos (NISCHWITZ; MICHALKE; KETTRUP, 2003). Assim, segundo
Crossgrove e Zheng (2004), o figado € considerado critico na manutencdo da homeostase
do Mn, o qual remove o Mn do sangue através da excrecao biliar. Desta forma, a exposicao
cronica a este metal resulta em um aumento da liberacdo de Mn pelo figado, causando
aumento do transporte para outros orgaos (HUANG et al., 1989). No presente estudo, o
gual consiste na intoxicacdo subaguda, ndo foi encontrado aumento significativo na
deposicao de Mn, sob forma de cloreto ou acetato, no figado em relagéo ao grupo controle.
Em controvérsia, em estudo realizado por Huang e colaboradores (2011), ratos Sprague-
Dawley que receberam administracéo intraperitoneal (i.p.) de 6mg de Mn/Kg por um periodo
de 30 e 90 dias apresentaram aumento significativo na concentragdo hepéatica de 1,5 e 2,5
vezes, respectivamente, demonstrando que pode haver diferencas entre linhagens de
ratos. Por outro lado, em nosso estudo a administracdo subaguda deste metal acumulou
de forma significativa no SNC e no tecido renal sob forma de cloreto e de acetato quando
comparado com o grupo controle. De acordo com O’neal e colaboradores (2014), esta
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mesma dose de Mn proporcionou deposicdo aumentada, principalmente, em duas regides
do encéfalo, no estriado e no hipocampo dos ratos Sprague-Dawley adultos que
participaram do estudo.

O transporte do Mn através da circulacdo sanguinea é realizado, principalmente,
pela Tf aos demais tecidos do organismo (ASCHNER; GANNON, 1994; TAKEDA;
SAWASHITA; OKADA, 1995). Apods, a entrada deste metal nas células alvo pode ocorrer
por diversas formas, incluindo pelo transportador DMT1, também conhecido como
transportador de cations divalentes, muito expresso na barreira hematoencefalica, o qual
favorece o influxo tanto de ions Mn como de ions Fe na valéncia 2*, bem como para outros
metais divalentes (ASCHNER; GANNON, 1994). Desta forma, em roedores, a deficiéncia
de Fe esta intimamente associada ao aumento da absorcdo de Mn nos tecidos alvo,
principalmente no encéfalo, por competirem pelo mesmo mecanismo de entrada na célula
(FITSANAKIS et al., 2008; FREELAND-GRAVES; LIN, 1991; GARCIA et al., 2007). No
presente estudo, era esperado observar uma diminuicdo na concentracdo de Fe no grupo
exposto ao Mn, devido ao aumento da deposicao de Mn observada no encéfalo e tecido
renal. Porém, ndo foi observada diferenca significativa na concentracdo de Fe entre os
grupos analisados, embora haja uma tendéncia a uma menor concentracdo de Fe nestes
tecidos. Possivelmente, pois além do DMT1 que é o principal transportador de Mn sob forma
Mn?* e da Tf que é o principal transportador sob forma Mn3*, estudos mostraram que
existem varios outros transportadores como os transportadores de zinco ZIP8 e ZIP14,
transportador de dopamina (DAT), canais de Calcio, transportadores de colina e
transportadores de citrato, que ndo séo especificos de Mn, mas que fazem o carreamento
dele para o interior na célula. Ainda, o Mn utiliza transportadores de efluxo, como a ATPase
13A2, o SLC30A10, a ferroportina e o SPCAL, para que ocorra a homeostase de sua
concentracdo citoplasmatica, sugerindo, finalmente, que ele possa estar utilizando estas
outras proteinas transportadoras e ndo competindo com a Tf (CHEN et al., 2015).

Diversos sdo 0s mecanismos envolvidos na toxicidade causada pelo Mn, incluindo
0 EO e a disfuncéo mitocondrial com deplecéo de ATP, inducdo de EROs com consequente
morte celular por apoptose e/ou mecanismos de necrose (BOWMAN et al., 2011). Contudo,
estudos in vitro e in vivo vém, por outro lado, confirmando o efeito pro-oxidativo deste metal
em modelos de exposicao cronica (ALl et al., 1995; JIAO et al., 2008; ZHANG; FU; ZHOU,
2004). Neste sentido, o Mn é um cofator obrigatério para o funcionamento de diversas
enzimas, incluindo a enzima antioxidante SOD, a qual atua como scavenger de radicais
livres, incluindo o H202 (HUSSAIN; ALI, 1999).

Durante o processo de intoxicacdo por Mn, o Mn?* pode ser convertido para a forma
Mn3* que é a forma biologicamente ativa em mamiferos e adquire maior capacidade
guelante nos sistemas biolégicos. Nesta conversdo, o Mn?* pode gerar tanto o radical
hidroxil (JOH) quanto o radical superéxido ([JO2’) a partir de H202, de acordo com a
seguinte equagdo: Mn?* + Oz 0 Mn3* + 0Oz e Mn?* + H202 0 Mn3* + OH- + JOH. Estes
dois radicais formados podem danificar o DNA (GERBER; LEONARD; HANTSON, 2002) e
também causar peroxidacao dos lipideos de membrana, acarretando alteragdo quimica e
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fisica na organizacéo celular das membranas levando ao comprometimento de sua funcao.
Além disso, os produtos da peroxidacdo dos lipideos de membrana podem produzir
diversos efeitos danosos, de forma direta, reagindo com proteinas, enzimas e acidos
nucleicos, bem como de forma indireta, através da ativacao de vias de sinalizacdo mediada
por receptores (FORMAN et al., 2008; POLI et al., 2008). Por outro lado, a glutationa (GSH)
€ um tripeptideo formado pelos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina e € um cofator
obrigatério para o funcionamento da enzima glutationa peroxidase (GPx), enzima
antioxidante chave na protecdo do organismo contra o dano oxidativo.

O acumulo de Mn no encéfalo, observado neste estudo causou um aumento
significativo na concentracdo de grupamentos tiolicos ndo proteicos, que representam a
forma reduzida e funcional da molécula antioxidante GSH (ANDERSON; MEISTER, 1983).
Em contrapartida, foi observado uma tendéncia, embora néo significativa, de aumento de
LPO. De acordo com Zhang e colaboradores (2008), em seus estudos utilizando modelos
in vitro de intoxicacao, foi observado o inverso, altos niveis de peroxidacéo dos lipideos de
membrana e baixos niveis de GSH devido a oxida¢do dos grupamentos tidlicos, assim
como em estudos desenvolvidos por Desole e colaboradores (1995), onde ratos idosos e
jovens expostos a ingestao forcada de Mn, apresentaram reducao de GSH no estriado. No
presente modelo, embora tenha havido aumento de deposicdo de Mn no encéfalo, o
aumento de GSH encontrado em nosso estudo parece ser um mecanismo de adaptacao
ou de compensacao ao EO, visto que o principal diferencial do modelo experimental é a
dose subaguda, a qual pode mimetizar uma intoxicacdo ocupacional precoce, onde 0s
danos centrais nos individuos acometidos parecem nédo ser aparentes ou evidentes.

A mitocéndria tem demonstrado ter um papel central na etiologia tanto da DP como
do Manganismo, principalmente devido as seguintes hipéteses: I) as mitocondrias dos
neurdnios dopaminérgicos parecem ser seletivamente vulneraveis a toxinas que causam
disfuncdo mitocondrial; II) neurbnios presentes na substancia negra produzem toxinas
enddgenas mitocondriais e/ou Ill) as mitocondrias da substancia negra apresentam defeitos
enzimaticos, como por exemplo o complexo I, 0 que provoca um comprometimento no
metabolismo energético (BOWMAN et al., 2011; FARINA et al., 2013), com consequente
aumento do escape de elétrons da cadeia respiratéria e aumento na producdo de
superoxido (GAVIN; GUNTER; GUNTER, 1992; SCHOLTE, 1988). De acordo com Zhang
e colaboradores (2003), em estudos com ratos adultos, em tratamentos crénicos utilizando
7,5, 15 e 30mg/Kg de Mn, foi demonstrado diminui¢do nas atividades dos quatro complexos
mitocondriais (I a IV) no encéfalo em relacéo ao grupo controle. Por outro lado, no presente
estudo, foi observado uma inibicdo significativa apenas na atividade do complexo | da
cadeia respiratoria no estriado, enquanto nao houve inibicdo no hipocampo e no encéfalo
total. Isto demonstra que, embora a intoxicacdo subaguda do Mn aumentou os niveis da
molécula antioxidante GSH na tentativa de combater e/ou prevenir o desequilibrio oxidativo,
o complexo | mitocondrial do estriado foi o principal alvo da toxicidade do Mn.

Em relacdo a comparacao dos sais de Mn, em estudos realizados por Chen e
colaboradores (2001), o Mn trivalente (Mn3*) se mostrou mais potente na inibicdo do

RIES, ISSN 2238-832X, Cacador, v.7, n° 2, p. 193-210, 2018.



~ 205 ~

Complexo I, levando a uma disfuncdo na respiragcdo mitocondrial e inibicdo dos centros
mitocondriais de Fe-S que contém enzimas como a aconitase, em comparagdo ao Mn?*,
No presente estudo, somente foi observado uma diminui¢do na atividade do complexo | no
grupo que recebeu cloreto de Mn, o qual esta sob a forma Mn?*,

Em estudos com hipocampos de ratos e neurdnios estriatais, Gunter e
colaboradores (2013), descreveram que o Mn3* é transportado para as células neuronais
através do mecanismo da Tf, transporte que compartilha caracteristicas e mecanismos com
o Fe®*. Ainda, a captacdo de Mn*3 através da Tf € muito menor do que o Mn?*, e o transporte
de Mn3* é mais lento quando comparado com o Mn*2, Desta forma, o Mn3* é transportado
em menor concentracéo e o Mn?* é captado em maior concentracéo; a absorcdo de Mn?* é
maior e mais rapida do que a de Mn3*. Estes achados estdo de acordo com o que foi
observado no presente estudo, onde houve um maior acimulo de Mn no soro dos animais
gue receberam acetato de Mn quando comparado com 0s animais que receberam cloreto
de Mn.

Segundo Chen e colaboradores (2001), o acetato de Mn contribui com a toxicidade
por ser mais oxidativo, 0 que pode causar danos oxidativos severos a niveis endossomais.
Embora os efeitos causados pelo Mn?* e Mn3* sejam similares, o estado de valéncia do Mn
é o0 que determina o grau de toxicidade que ele ird exercer, por isso, Mn3* é mais potente e
mais citotoxico com relacéo as alteracfes de funcdes celulares quando comparado com o
Mn?*,

Neste sentido, quanto maior o estado de valéncia, maior o poder oxidante e maior
a possibilidade de desencadear producdo de EROs e, consequente, aumento da
peroxidacao lipidica (Ali et al., 1995). Em estudos realizados por Ali e colaboradores (1995),
a exposicao ao cloreto e ao acetato de Mn in vitro, resultou no aumento de EROs no
estriado. Este efeito foi observado utilizando-se dose/concentracédo de acetato de Mn muito
mais baixa quando comparado com a dose/concentracdo de cloreto de Mn. Em relacdo a
exposicao ao cloreto e ao acetato de Mn in vivo, enquanto o acetato produziu um aumento
de EROs no estriado e no hipocampo, a exposicao ao cloreto de Mn, néao foi significativa.

CONCLUSOES

Ainda pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do
Mn, os quais estdo diretamente envolvidos no desenvolvimento de diversas patologias,
incluindo as doencas neurodegenerativas e o Manganismo. O conjunto dos dados
apresentados indica que a exposi¢cédo subaguda, em baixas doses de Mn, contribui para o
desenvolvimento de estresse oxidativo e disfung&o mitocondrial no SNC, principalmente no
estriado. Sugerimos que o modelo de intoxicagdo subaguda por Mn sob a forma de cloreto
de Mn, é um modelo adequado para o estudo do Manganismo. No entanto, maiores
investigacbes sao necessarias para confirmar se a exposicdo subaguda apresenta
mecanismos de danos oxidativos similares aos ja evidenciados durante a exposi¢ao cronica
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a este metal.
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