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RESUMO

YAMAGATA, A.T. Relagcdo de género e dose nos efeitos metabdlicos e de
deposicdo de Manganés (Mn) e Ferro (Fe) apés exposicdo intraperitoneal a
Manganés em ratos adultos. 2015. Trabalho de conclusdo de curso — Faculdade
de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

Apesar de sua essencialidade, o Manganés (Mn) possui efeitos neurotéxicos bem
descritos na literatura, no qual doses altas desse elemento e exposicdo prolongada
geram a sindrome denominada manganismo. No presente estudo foi comparado a
influéncia de género e dose na exposicao intraperitoneal de (MnCl2) em duas doses
— 1 mg/Kg e 5 mg/Kg - por 30 dias ininterruptos, em comparagao aos grupos
controles expostos a salina (NaCl 0,9%). Foram analisados trés dissecados do
sistema nervoso central (cerebelo, tronco encefalico e hipocampo), rins e figado;
como também foi feita avaliacdo de alguns parametros bioquimicos. Foi observado
que houve dose dependéncia ao bioacimulo de Mn no cerebelo e no tronco
encefalico para a dosagem de 5 mg/Kg; no hipocampo houve diferenca de género e
dose nos grupos em estudo; e houve aumento de Fe nos grupos expostos ao Mn.
Esses dados complementam um estudo prévio realizado com o comportamento
desses mesmo animais e demonstra que o0 excesso de metais nos dissecados
cerebrais tem forte influéncia na memoria e aprendizagem e sugere efeitos pro-
depressivos, desencadeado pela reducdo de monoaminas devido ao bioacumulo
excessivo. Mesmo com deposicdo de Mn significativa no rim e figado no grupo
exposto a Mn 5 mg/Kg, as andlises bioquimicas ndo demonstraram elevacdo de
biomarcadores de danos renais e hepaticos. Conclui-se entdo que a exposi¢do ao
Mn causa deposi¢do do metal em dissecados do SNC, hepaticos e renais, porém o0s

efeitos mais evidentes da intoxicagédo sao os danos neurologicos.

Palavras-chave: manganés, ferro, género, dose, neurotoxicidade, analises

bioquimicas.



ABSTRACT

YAMAGATA, A.T. Relacdo de género e dose nos efeitos metabdlicos e de
deposicdo de Manganés (Mn) e Ferro (Fe) apdés exposicdo intraperitoneal a
Manganés em ratos adultos. 2015. Trabalho de concluséo de curso — Faculdade
de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

Despite its essentiality, Mn neurotoxic effects have been described in literature at
high doses and long-term exposure inducing the syndrome called manganism. The
present study compared gender influence and dose in the intraperitoneal MnCI2
exposure in two doses - 1 mg/kg and 5 mg/kg - for 30 uninterrupted days, compared
to control (0.9% NaCl). Three dissected central nervous system (CNS) were
analyzed (cerebellum, brainstem and hippocampus), kidneys, and liver; as well it was
also done serum biochemical analysis. It observed dose dependence on Mn
bioaccumulation in the cerebellum and the brainstem to the dosage of 5 mg/kg, and
hippocampus were gender differences and dose in study groups, and an increase of
Fe in the groups exposed to Mn. These data corroborates previous study regarding
behavior of these same animals and demonstrates that metal excess into the brain
dissected has a strong influence on learning and memory process and suggests
prodepressive effects triggered by reduction of monoamines. Even with significant
Mn deposition in the kidney and liver in the group exposed to Mn 5 mg/kg,
biochemical analysis showed no elevation in liver and kidney damage biomarkers. It
was concluded that exposure to Mn cause metal deposition dissected CNS, liver and

kidney, but the most obvious effects of intoxication is neurological damage.

Keywords: manganese, iron, gender, dose, neurotoxicity, biochemical analysis.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Essencialidade e toxicidade de metais

Os metais sao encontrados nos sistemas bioldgicos desempenhando diversas
funcdes, relacionadas a funcdes estruturais, estabilizadores de estruturas bioldgicas,
componentes de mecanismos de controle em tecidos nervosos e musculares e estao
envolvidos em processos fisiolégicos de oxidacdo e reducdo (NORDBERG et al.,
2007).

Metais essenciais como sodio, potassio, calcio e magnésio sado importantes
para 0 metabolismo humano e estdo presentes em grandes quantidades no
organismo humano; enquanto cobalto, cobre, ferro, manganés e zinco estdo
presentes em quantidades vestigiais. O cadmio, mercurio e chumbo sao
classificados como metais téxicos e ndo possuem funcédo biolégica (CAUSSY et al.,
2003; SINICRORPI et al., 2010).

Metais essenciais sdo aqueles que estdo associados a anormalidades
funcionais ou estruturais quando sdo excluidos da dieta do organismo, e que se
relacionam a alteracfes bioquimicas especificas que podem ser revertidas pela sua
administragao (BRADHAM; WENTSEL, 2010). Segundo a literatura, diversos metais
sdo essenciais para mecanismos fisiolégicos de humanos e animais, sendo parte
integrante de estruturas de diversas enzimas participando de suas atividades, dentre
eles se pode citar o zinco, ferro, magnésio, manganés, cobre, molibdénio, cromo,
cobalto, entre outros (OGA et al., 2003; SANTAMARIA, 2008); sendo que esses em
altas concentracfes no organismo podem provocar reagdes toxicas (CAUSSY et al.,
2003).

As propriedades quimicas de cada elemento estdo relacionadas com seus
efeitos biologicos, no qual metais de transicdo como o ferro e manganés estao
envolvidos principalmente em reacdes de catalise de reacbes de oxirreducao
(WRIGHT; BACCARELLI, 2007).



1.2 Manganés como metal essencial

O manganés (Mn) é classificado como metal essencial e é encontrado em
guantidades limitadas no organismo humano (concentracdes traco), sendo
importante para o funcionamento adequado e regulacdo de diversos processos
bioldgicos (OGA et al., 2003).

Dentre as atividades exercidas pelo Mn, estdo envolvidos 0s processos tais
como a producéo de adenosina trifosfato (ATP), auxilio no processo de coagulacao
do sangue e esta envolvido em diversos processos enzimaticos (ERIKSON et al,
2007). Além dessas fun¢des, o manganés auxilia no crescimento e desenvolvimento
de ossos e cartilagens, tem papel importante no funcionamento do sistema nervoso,
imunoldgico, nos sistemas hormonais reprodutivos (ASCHNER; ASCHNER, 2005).
Dentre as funcbes metabdlicas desempenhadas pelo Mn, destaca-se sua
importancia como cofator para diversas enzimas, sendo elas: (i): enzima
antioxidante superéxido dismutase, sendo o cofator da isoenzima 2 que atua na
protecdo mitocondrial detoxificando anios superoxido, (ii): cofator de enzimas
envolvidas na sintese de neurotransmissores (glutamina sintetase), (iii): ativador de
enzimas na gliconeogénese no metabolismo de proteinas e carboidratos (arginase
piruvato carboxilase) e (iv) ativador na sintese de mucopolissacarideos
(glicosiltransferase) utilizados em cartilagens e ossos (ASCHNER et al.,, 2007,
ERIKSON et al., 2007; SANTAMARIA, 2008).

O Mn esta amplamente distribuido no meio ambiente, presente na agua, solo,
alimentos (PERL; OLANOW, 2007); como também faz parte da matéria-prima nas
industrias de insumos agricolas, materiais de mecéanica e mineracdo (GERBER, et
al., 2002). No entanto, a via de exposicdo mais comum ao Mn é a alimentacéao,
estando presente em nozes, cereais, legumes, frutas, graos e chas (SANTAMARIA,
2008). De acordo com WHO (1999), os alimentos onde sdo encontradas maiores
concentracbes de Mn sdo: grdos (acima de 41 pg/g), noz (acima de 47 ug/g) e
cereais (acima de 41 ug/g). A dose de referéncia do Mn em alimentos é de 0,14
mg/Kg/dia (EPA, 2000) ou 10 mg para um adulto de aproximadamente 70 quilos
(GREGER, 1998).

De acordo com o Conselho Nacional de Pesquisa (NRC) de Washington
(1989), as necessidades diarias de Mn na dieta sdo de 2-5 mg/dia para adultos e de



1-3 mg/dia para criancas. Ja no Brasil, a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
269 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
que aborda o “Regulamento técnico sobre a ingestdo diaria recomendada de
proteina, vitaminas e minerais”, recomenda que um adulto faca a ingestao de 2,3 mg

de Mn por dia.

1.3 Atoxicidade do elemento Manganés

O Mn tende a estar distribuido por todos os tecidos do corpo humano, todavia,
estudos demonstram que tecidos cerebrais e hepaticos possuem concentracfes
mais altas devido a maior concentracdo de mitocéndrias nesses tecidos (devido a
elevada demanda energética desses tecidos); e isso se justifica pelo fato do
manganés ser cofator principal para a funcéo do radical anion superoxido da enzima
antioxidante superéxido dismutase mitocondrial (SOD) (ASCHNER; ASCHNER,
2005).

Estudos revelam que a deficiéncia de Mn no organismo € muito rara e esta
associada a perda de peso e dificuldade na coagulacdo sanguinea (ERIKSON et al.,
2007). O excesso de Mn esta associado a disturbios neuropsiquiatricos, e em
especial ao manganismo. O manganismo é uma disfuncdo motora causada pela
maior deposi¢cdo de Mn em estruturas do Sistema Nervoso Central, especialmente
nos nucleos da base. As formas mais graves de manganismo provocam contracfes
musculares prolongadas, com rigidez e tremores (DOBSON et al.,, 2004);
instabilidade postural e disturbios na fala (KRISHNA et al. 2013), assemelhando-se a
Doencga de Parkinson em humanos. Além disso, estudos recentes em humanos
demonstram que o excesso de manganés tem provocado disturbios emocionais,
como ansiedade e/ou depressdo (BOWLER et al., 2003; LAOHAUDOMCHOK et al.,
2011; O'NEAL et al., 2014).

Os sintomas provocados pelo excesso de Mn biodisponivel pode ser
explicado devido a deposi¢do de Mn em neurénios dopaminérgicos, desencadeando
reacfes de auto-oxidacdo da dopamina endogena livre, levando a morte celular
(ARCHIBALD; TYREE., 1987; TAKEDA 2003).

Nesse sentido, mais estudos foram realizados para avaliar a reducdo da
dopamina estriatal devido ao excesso de Mn. Mustafa e Chadra (1971) observaram

3



a reducdo de dopamina em coelhos e em seguida Bird e colaboradores (1984)
conduziram estudos com primatas e observaram que houve também a reducdo de
dopamina em seu grupo experimental assim como Dorman e colaboradores (2000) e
Liu (2006) que realizaram os testes em ratos e camundongos e verificaram também
a reducéo de dopamina.

Em 2012, Sanchez-Betancourt e colaboradores realizaram um experimento
cujo objetivo era observar se houve dano motor apds exposi¢cao inalatoria a uma
mistura contendo cloreto de manganés e acetato de manganés, na concentracdo de
2,676 mg/m3. O teste foi realizado uma vez na semana, por seis meses; e 0
resultado que obtiveram foi que ao longo da exposi¢cao, os animais adquiriram danos
motores, houve perda de neurbnios dopaminérgicos e nao houve alteracdes
celulares no estriado.

Sobre a janela toxicolégica do Mn, a literatura relata que os mamiferos
possuem mecanismos regulatérios que manttm o Mn em concentracdes
homeostéasicas no corpo, mantendo o equilibrio desse metal a fim de evitar a falta ou
0 excesso. A homeostasia é mantida pelo equilibrio entre a absorcéo e a eliminacao
dos excessos via hepatobiliar (ABRAMS et al., 1976), que sendo uma via de
eliminacdo rapida limita sua toxicidade apds altas doses (BARCELOUX, 1999;
SANTAMARIA, 2008).

1.4 Mecanismos de acdo do Manganés e sua relacdo com o Ferro

O mecanismo neurotdéxico do Mn ndo esta totalmente estabelecido na
literatura. Entretanto, estudos mostram que o Mn provoca alteragdes nas funcdes
mitocondriais, prejudicando a fosforilacdo oxidativa, gerando espécies reativas de
oxigénio (EROs) que pode provocar apoptose ou necrose da célula (GUNTER et al.,
2006).

Hardy e Gillanderns (2008), observaram em seus estudos que em individuos
saudaveis, aproximadamente 5% do manganés ingerido via oral é absorvido, além
disso, diversos estudos vém sendo conduzidos no intuito de observar os
mecanismos pelos quais o0 manganés circula pelo organismo até chegar ao 6rgao

alvo e se depositar. Em seus estudos, Erikson e colaboradores (2007) e Fitsanakis e



colaboradores (2010) sugerem que, o influxo de Mn para o sistema nervoso central
(SNC) aconteca por intermédio de transportadores, mas seu efluxo é controverso.

Na etapa de excrecdo do Mn, primeiramente ele é removido do sangue e
depois é secretado no intestino; e uma pequena fracdo é reabsorvida. A literatura
sugere que o mecanismo de eliminacdo do Mn seja através do sistema hepatobiliar
(LJUNG; VAHTER, 2007). De acordo com Perl e Olanow (2007), os niveis de Mn
sdo controlados no intestino, porém quando had uma sobrecarga de Mn nesse
sistema pode haver um desequilibrio na homeostase.

Nesse sentido, foi observado que o mecanismo de distribuicdo do manganés
se assemelha ao do ferro, e ocorrem de maneira competitiva (RIVERA-MANCIA,;
RIOS; MONTES, 2011), e, quando absorvido no intestino, o Mn ligado & transferrina
(Tf) e/ou albumina é transportado ao figado, sendo que o Mn complexado a Tf esta
em seu estado de oxidacao trivalente, ou seja, ha dois ions metalicos fortemente
ligados a cada molécula de Tf (FITSANAKIS et al., 2010; RIVERAMANCIA; RIOS;
MONTES, 2011).

Na literatura, sugere-se que devido ao fato de que receptores de transferrina
(TfR) estarem presentes nos capilares cerebrais, o Mn complexado com Tf tem
capacidade de se ligar a esses capilares e entrar nas células endoteliais, que segue
para a superficie celular para ser liberado no fluido extracelular, no qual ird se ligar a
neurdnios que possuem TfR e transportadores de metal divalente (DMT 1) (MORRIS
et al., 1992; MOOS; MORGAN, 2002; FITSANAKIS et al., 2010).

1.5 Alteracdes bioquimicas causadas pela exposi¢cao ao Manganés

Na literatura especifica sobre exposi¢cdes prolongadas ao Mn, é comum
encontrar trabalhos que relatem o aparecimento do manganismo (explicado no
proximo topico), porém, sdo escassos os trabalhos que correlacionam a deposicéao
do metal em tecidos hepaticos e renais a parametros bioquimicos.

Keen e colaboradores (1984) realizaram um trabalho em ratos que
demonstrou que a concentracdo de Mn via intrapertitoneal (I.P) aumentou em todos
os tecidos estudados (figado, rim, plasma e cérebro), nas doses de 2,5 mg, 10 mg e
40 mg, e foi observado a relacao dose-resposta, dentro de 120 minutos. Na dose de



10 mg, houve um pico de aumento de glicose na primeira hora, e ap6s 24 horas
apos a exposicdo, os niveis de Mn retornaram aos niveis basais no figado.

Em outro trabalho, ratos machos da linhagem Wistar foram expostos a doses
de 0,001, 0,01, 0,05 e 0,1 g/kg por via intragastrica e foram avaliados marcadores
bioguimicos hepaticos aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase,
gamaglutamiltransferase, superéxido dismutase (AST, ALT, GGT, SOD). Nesse
estudo, um grupo foi exposto a tetracloreto de carbono (CCls) afim de induzir
hepatotoxicidade e, ap0s isso, foi realizado o tratamento via intragastrica com Mn e
foi observado que houve melhora no tecido apés o tratamento, pois valores de AST,
ALT, GGT e SOD reduziram, que sugere a possibilidade do Mn fornecer protecao
contra induzida (EIDI et al., 2013).

1.6 Efeitos da subdose e sobredose de Manganés

Apesar de haver poucos estudos, os dados presentes na literatura revelam
gue a deficiencia de manganés pode provocar diversos problemas fisiolégicos,
podendo causar prejuizos na formacdo Ossea de criangcas em desenvolvimento
provocando ataxia congénita irreversivel, epilepsia, reducdo da fertilidade, alteracéo
dos niveis de insulina podendo provocar aumento da glicose no organismo,
alteracdo do metabolismo de lipideos e carboidratos e prejuizo nas reacdes de
oxidacdo no organismo. Tais achados foram observados em trabalhos experimentais
em ratos, e ainda nao foi comprovado clinicamente em seres humanos, e seus
mecanismos ainda n&do estdo bem estabelecidos na literatura (FREELAND-
GRAVES; LIANES, 1994; KEEN et al., 1999).

Em humanos, hd um estudo que demonstrou que uma dieta empobrecida de

Mn em humanos provocou erupg¢des cutaneas eritematosas na regidao do pescogo

(FRIEDMAN et al., 1987). Penland e Johson em 1993 realizaram um estudo com

uma populagédo feminina expostas a 1 mg de Mn por dia, e foi observado alteragbes

de humor durante o periodo de trinta dias e aumento de cdlicas na fase pré-

menstrual, porém, 0os mecanismos pelos quais isso acontece ainda nao foram
descritos.

O excesso de manganés € bem reportado na literatura, no qual o primeiro

caso observado de toxicidade ao Mn aconteceu no ano de 1837 na Francga, onde foi
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observado sinais clinicos de danos neuroldgicos em individuos que trabalhavam em
garimpos de minérios (SANTAMARIA, 2007). Atualmente, os estudos relacionados a
bioacimulo de Mn na regido do cérebro sdo bem reportados e é conhecido por
causar danos motores equivalentes a Doenca de Parkinson, denominado
Manganismo (RACETTE et al., 2001). O fato do mecanismo de acdo do manganés
se assemelhar ao do ferro, por conta da similaridade quimica entre esses dois
elementos, o0 aumento de Mn biodisponivel pode levar a anemia ferropriva (RIVERA-
MANCIA; RIOS; MONTES, 2011). Mesmo com diversos estudos experimentais
acerca dos efeitos causados pela exposicao prolongada ao Mn, é escasso aqueles
que relacionam género, dose e via de exposi¢ao.

1.7 Influéncia do género sobre efeitos do Manganés

Em relacdo a estudos que comparam a susceptibilidade de intoxicacdo por
Mn em relagdo ao género, ha um certo conflito de resultados; pois os estudos nédo
observam a susceptibilidade ao Mn para nenhum sexo/género, pois em cada estudo
teve suas particularidades e os resultados finais ndo se corroboram. No trabalho
desenvolvido por Finley e colaboradores (1994) submeteram homens e mulheres a
uma dieta balanceada com Mn a fim de avaliar a quantidade de ferritina
(transportador em comum de Fe e Mn), e observaram que 0s homens possuem
niveis menores de ferritina se comparado as mulheres, e por isso, a concentracao
de Mn no sangue era maior nos homens.

No ano 2000, a Agéncia de Substancias Téxicas e Registro de Doencas
(ATSDR) situada no Estado de Atlanta nos Estados Unidos, revelou um estudo com
animais machos e fémeas e observaram que as fémeas absorveram maiores
guantidades de Mn. Ja em 2001, DIAZ e colaboradores conduziram um experimento
no qual avaliou a quantidade de Mn sérico em homens e mulheres e ndo foi
observado diferencas nos resultados, tampouco avaliado danos neuroldgicos.

O trabalho de Dorman e colaboradores (2004) submeteu ratos (machos e
fémeas) a inalacdo de sulfato de manganés e fosfato de manganés para avaliar a
deposicdo em estruturas cerebrais, e foi observado que houve diferencas na

deposicdo em relacdo ao género macho x fémea.



Em 2007, Sahni e colaboradores observaram que as mulheres de uma familia
exposta sazonalmente ao Mn apresentaram sintomas clinicos que poderiam sugerir
intoxicacao por Mn. Por fim, um estudo realizado em 2014 avaliou os niveis de Mn
no sangue de uma populacdo com criancas, mulheres e homens de véarias idades e
foi observado que a média dos niveis sanguineos de Mn foram maiores em
mulheres se comparado aos homens, e em gestantes 0s niveis eram maiores
(OULHOTE et al., 2014).



2 JUSTIFICATIVA

Avaliar intoxicagbes ocupacionais, medicamentosas e alimentares causadas
por metais é de grande valia, visto que podem acarretar em danos fisiolégicos aos
individuos. Porém ha poucos trabalhos que demonstram o bioacumulo do Mn em
diferentes tecidos cerebrais, renais e hepaticos envolvendo estudos género-
especificos.

Salienta-se ainda que, ha varios trabalhos descritos na literatura sobre
intoxicacdo crénica por Mn incluindo a sua distribuicdo e avaliacdo de possiveis
mecanismos de ac¢do; no entanto, grande parte desses trabalhos experimentais
utilizaram somente ratos machos em seus experimentos, e, por isso, existe uma

caréncia de estudos que avaliem ambos 0s géneros sujeitos as mesmas condicoes.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Geral
Avaliar a influéncia de género e dose-dependéncia da exposicéo

intraperitoneal (1.P) a Manganés em ratos da linhagem Wistar.

3.2 Objetivos Especificos
¢ Quantificar Mn e Fe em algumas regiées do SNC (Tronco Encefalico,
Cerebelo, Hipocampo) e em 6rgéos excretores (tecido hepatico e renal)
em ratos machos e fémeas expostos a Mn 1 mg/Kg e 5 mg/Kg em

relacdo aos grupos controles;

e Avaliar parametros bioguimicos de danos renal e hepatico em ratos
machos e fémeas expostos a Mn 1 mg/Kg e 5 mg/Kg em relagdo aos

grupos controles.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Os reagentes quimicos foram adquiridos a partir das seguintes fontes: cloreto
de manganés tetra-hidratado (MnCl2.4H20) da Sigma-Aldrich® (St. Louis, Estados
Unidos); solucédo de soro fisiolégico 0,9% (NaCl 0,9%) da Aster® (Sorocaba, Brasil);
ketamina® (Fort Dodge, IA); xilazina® (Vedco, Sdo José, MO); triton X-100 e
hidréxido de tetrametilamoénio em agua (TMAH) 25% (m/v) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich® (St. Louis, EUA). Todos os reagentes foram de grau analitico, grau
HPLC, ou o melhor grau farmacéutico disponivel.

Todas as amostras foram armazenadas em tubos de propileno do tipo

Falcon® livres de contaminagédo por metais (BD® - Becton, Dickinson and Company).

4.2. Animais e tratamento

Ratos machos e fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus)
foram adquiridos do Biotério do curso de Psicologia da Universidade Catdlica de
Brasilia, (UCB) (Taguatinga, DF, Brasil). Foram alojados em salas com estantes
climatizadas, gaiolas coletivas com maravalha em um ciclo de 12h/12h de
claro/escuro, luz com intensidade entre 250 e 500 Ix a 76 centimetros do piso do
ambiente, com temperatura controlada de 22 °C + 2. No periodo de tratamento, 0s
ratos tinham 8 semanas de idade e pesavam entre 280-300 gramas e 180-220
gramas, machos e fémeas, respectivamente.

Os animais tiveram acesso ad libitum a agua da torneira filtrada e racao
extrusada (Presence Nutricdo Animal® — Industria Brasileira). Os estudos foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Brasilia
(CEUA- UnB) conforme certificado em anexo -Protocolo/UnBDoC n° 33255/2015-
(anexo ).

O delineamento experimental para a verificacdo de acumulo de Mn nos
tecidos foi de um tratamento subcronico (CASARETT e DOULL, 2012), totalizando
30 dias ininterruptos de tratamento. Os animais foram divididos em 3 grupos
(controle n =16, Mn 1 mg/Kg n = 16 e Mn 5 mg/Kg n = 16) como mostram a tabela 1
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abaixo, e posteriormente cada grupo foi dividido em machos e fémeas, os quais

foram submetidos as mesmas condic¢des, porém em gaiolas coletivas separadas.

Tabela 1. Grupos dos animais utilizados no trabalho.

Grupo Numero de animais | Tempo de tratamento (dias) Dose administrada
Controle g 08 30 NaCl 0,9% por dia/ I.P.*
? 08
| 08 ,
Mn 1 mg/Kg 30 1 mg/Kg de Mn por dia/ I.P.*
? 08
J 08 . .
Mn 5 mg/Kg 5 %8 30 5 mg/Kg de Mn por dia/ I.P.

*Via intraperitoneal (I.P); (&) machos; (Q) fémeas

O grupo controle foi submetido a administracdo de solugéo salina estéril 0,9%
(NaCl 0,9%), correspondente a 10% do peso corporal de cada animal. Os grupos
testes, foram expostos ao cloreto de manganés (MnCl2.4H20) dissolvidos em
solucdo salina estéril, sendo que os calculos foram ajustados para que a dose
administrada fosse puramente manganés,nas doses de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os
tratamentos ocorreram uma vez por dia, 7 dias por semana, durante 30 dias, todos
por via intraperitoneal (I.P).Na literatura, a dosagem de 10 mg/Kg € uma dose usual
em machos, no qual demonstra aumento significativo no bioacimulo de Mn em
tecidos cerebrais, sendo esse trabalho reproduzido por Guimarées e Santos (2015)
utiizando fémeas. Dando continuidade a esse trabalho, foi escolhido doses
experimentais de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg para avaliar o bioacimulo em tecidos e
relacionar efeitos do Mn nessas doses.

Vinte e quatro horas apos a ultima injecao, os ratos foram anestesiados com
ketamina/xilazina via I.P (75:10 mg/kg, 1 mg/kg). Todo o sangue do animal foi
coletado, sendo a causa da morte exsanguinacao; e, posteriormente as amostras de
rim e figado foram coletadas usando pingas e acondicionados em microtubos. Os
cérebros dos ratos foram dissecados para coleta de: cerebelo, tronco encefalico e
hipocampo. As amostras foram armazenadas a - 80 °C para andlise posterior
(O’NEAL et al.2014).
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4.3. Determinagéo de Mn e Fe, por ICP-MS

As determinacbes de manganés e ferro foram realizadas utilizando um
espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) modelo
ELAN DRC Il (Perkin Elmer®, Norwalk, CT, EUA) operando com argdnio de alta
pureza (99,999%, Praxair — White Martins, Brasil) que esta instalado em sala limpa
classe 1000 no Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de Metais da FCFRP-
USP. Todos os parametros instrumentais foram diariamente otimizados.

Antes das determinacdes, as amostras de tecidos biolégicos tiveram sua
matriz solubilizada com hidréxido de tetrametilaménio (TMAH) por 7 dias, em
seguida foi adicionado o diluente Triton X-100 e acido nitrico 0,2%. Os elementos
determinados foram o Manganés (Mn%°) e o Ferro (Fe®’) e a leitura no ICP-MS foi

realizada duas vezes.

4.4. Analises bioquimicas

A amostra utilizada foi o soro do sangue dos animais, centrifugado (3000 rpm)
durante 5 minutos a 21 °C, e armazenado em freezer — 80 °C. Posteriormente, foram
avaliadas as fracdes séricas de colesterol total, triglicerideos, glicose, transaminase
glutdmica oxalacética (TGO), transaminase glutamica piravica (TGP), Uréia e
Creatinina por método enzimético com kits especificos (Kovalent diagnosis, Kovalent
do Brasil Ltda., Rio de Janeiro/RJ). As determinagbes bioquimicas foram
realizadas em espectrofotdometro LAMBDA™ 35 Series UV/Vis da PerkinElmer® do
laboratério de Andlises Clinicas da Universidade de Brasilia, Faculdade de

Ceilandia.

4.5. Estatistica

Para a validagéo dos resultados obtidos por ICP-MS (concentragéo de metais
nos tecidos) foi analisado material de referéncia certificado, e nas analises
bioquimicas foram utilizados os padrées comerciais. Os resultados foram expressos
como meédia + erro padrdo da média e o teste estatistico aplicado foi o ANOVA duas
vias com pos hoc Tukey, utilizando o programa GraphPad Prism® 6. Valores de
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p<0,05 foram considerados significativos, onde letras diferentes representam
diferencas estatisticas entre os grupos.
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5. Resultados e discussao

Os dados foram expressos em subtdpicos comparando a deposicédo de Mn e
Fe nos dissecados de SNC, hepaticos e renais. Os tecidos de SNC analisados

foram: cerebelo, tronco encefélico e hipocampo.

5.1 Deposicéo de Mn e Fe em dissecados de SNC

5.1.1 Deposicéo de Mn e Fe no hipocampo

Na figura 1 (A) abaixo € demonstrado graficamente a concentragcdo de
Mn no hipocampo. Nesse dissecado € possivel observar que o bioacumulo de Mn foi
dose-dependente e com pouca influéncia do género, diferenca estatistica
relacionada ao género ocorreu apenas com a dose de 1 mg/Kg (p<0,05). Em relacao
a concentracao de Fe no mesmo tecido, os niveis foram aumentados nos grupos
expostos ao Mn (grupo Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg), ndo tendo influéncia de género
nem dose-dependéncia (Figura 1 B). Esses dados mostram que mesmo com O
aumento de Mn nos grupos expostos, ndao houve reducdo de Fe, fato esse que nao
era esperado, pois de acordo com a literatura quando ha o aumento de Mn em uma
determinada regido do cérebro, tende-se a reducdo de Fe pois sdo metais que

competem pelos mesmos transportadores enddégenos.

Figura 1. Concentracédo de Mn e Fe no hipocampo dos grupos estudados.
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Figura 1: (A) Concentragdo de Mn no hipocampodo grupo controle, Mn 1 mg/Kg e
Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas). (B) Concentragdo de Fe no hipocampo do grupo
controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas). Valores médios com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente. p<0,05 foi considerado significativo.

Em 2011, Bouchard e colaboradores realizaram um trabalho no qual foi
observado que o hipocampo estava entre as regides do cérebro com maior
bioacumulo de Mn, apGs expor animais a esse metal, e sugeriram que 0 excesso de
Mn nesse dissecado poderia apresentar déficits relacionados a memoria e
aprendizagem. Em 2015, Su e colaboradores realizaram um estudo nesse mesmo
sentido, onde ratos foram expostos a sulfato de manganés (MnSOas-H20) nas doses
de 5 mg/Kg, 10 mg/Kg e 20 mg/Kg via intraperitoneal durante 24 semanas
consecutivas e foi observado que houve diminuicdo dose-dependente na capacidade
de aprendizagem e memaria nos grupos tratados, além de alteracées morfologicas,
degeneracdo e morte celular no tecido em estudo, fato esse que corrobora com os
dados obtidos nesse presente trabalho.

Santana (2015) realizou experimentos comportamentais nos mesmos animais
tratados deste trabalho e foi observado que no grupo 1 mg/Kg macho houve um
efeito pré-depressivo devido ao aumento do tempo de imobilidade no teste
comportamental de nado forcado, indicando uma possivel participacdo da
noradrenalina nessa resposta. Em 2015, Pang e colaboradores realizaram um
estudo no qual expuseram ratos a Mn via I.LP. por 16 semanas em trés doses
diferentes, e observaram que houve perda de neurbnios dopaminérgicos, fato esse
que corrobora com o trabalho citado acima, pois a noradrenalina € produto da
conversdo da dopamina, e quando ha a falta de substrato para a conversao de uma
monoamina em outra, tende-se a haver um desbalanco entre estes
neurotransmissores e a gerar o efeito pro-depressivo (Goodman e Gilman, 2010).
Ainda sobre a modulacdo de neurbnios dopaminérgicos, o trabalho de Santana
(2015) observou variacoes da atividade exploratoria, no qual seus resultados foram
dose-dependentes, obtendo hipoatividade com a maior dose em ambos 0s géneros.

No trabalho de Diederich e colaboradores (2012), foi investigado a formagéao e
distribuicdo de Mn e Fe em ratos Sprague-Dawley apds uma Unica dose intravenosa
(1.V.) de 1,5 mg/Kg de Mn. Apds uma hora da injecéo, foi observado que no sangue
dos animais havia maior quantidade de Mn e transferrina, sugerindo que esse

transportador estaria ligado ao Mn; e apGs quatro dias foi realizada a dosagem de
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Mn no soro e ndo foi identificado a presenca do metal na circulagdo sanguinea,
sugerindo que esse ja estivesse sido excretado, o que pode explicar a deposicao de

Mn no Sistema Nervoso Central (SNC).

5.1.2 Deposicdo de Mn e Fe no cerebelo e tronco encefélico

As figuras 2 (A) e 3 (A) abaixo demonstra graficamente a concentracédo de Mn
no cerebelo e no tronco enceféalico, respectivamente. E possivel observar que, em
ambos os dissecados, o bioacumulode Mn foi dose-dependente apenas para o
grupo das fémeas (p<0,05). Em relacdo aos machos, é possivel observar o maior
bioacumulo de Mn no grupo exposto a 1 mg/Kg de Mn I.P., sendo que para a dose
de 5 mg/Kg ndo houve aumento no bioacumulo de Mn no cerebelo e no tronco

encefélico o bioacumulo foi menor do que na dose de 1 mg/Kg.

Figura 2: Concentracdo de Mn e Fe no cerebelo dos grupos estudados.
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Figura 2: (A) Concentracédo de Mn no cerebelo do grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn
5 mg/Kg (machos e fémeas). (B) Concentracéo de Fe no cerebelo do grupo controle,
Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas). Valores médios com a mesma letra
nao diferem estatisticamente. p<0,05 foi considerado significativo.
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Figura 3: Concentracdo de Mn e Fe no tronco encefalico dos grupos estudados.
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Figura 3: (A) Concentracdo de Mn no tronco encefalicodo grupo controle, Mn 1
mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas). (B) Concentracdo de Fe no tronco
encefélicodo grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mgKg (machos e fémeas). Valores
médios com a mesma letra ndo diferem estatisticamente. p<0,05 foi considerado
significativo.

No presente estudo, foi possivel observar a forte dependéncia de género na
deposicdo de Mn no cerebelo e tronco encefalico em fémeas até a dose de 5 mg/Kg
de Mn. De acordo com a literatura, o tronco encefélico esta relacionado com a
producdo de monoaminas, e 0 excesso de metais (Mn e Fe) pode desencadear
danos oxidativos que podem desequilibrar a producdo de monoaminas, causando
danos psiquiatricos. Corroborando com esse achado, Goodman e Gilman (2010)
ainda afirmam que os principais neurdnios cerebrais que contém monoaminas estao
localizados nesse sistema, que inter-relacionados estimulos sensoriais e motores
periféricos, e por isso danos nessa regido trazem tantos prejuizos. Ja o cerebelo,
tem forte influéncia nas fungdes viscerais e tem papel significativo na aprendizagem
e na memoria.

Na literatura, ha trabalhos que demonstram os efeitos do Mn em diversas
doses e variadas vias de administragéo.

Ao considerarmos a via de exposicao endovenosa, os efeitos causados pela
administracdo de MnCl2 na dose Unica de 1,5 mg/Kg, via que também é de alta
biodisponibilidade assim como na via de administracao intraperitoneal, foi observado
gue ha uma deposicéo de cerca de 19% do total do metal administrado no cérebro,
corroborando com os dados obtidos neste trabalho. Porém, no trabalho usando via

intravenosa (I.V.) ndo foi observado prejuizos comportamentais, contrastando com
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os dados observados pelo nosso grupo (GALLEZ et al.,, 1998; PAN et al., 2010;
DIEDERICH et al., 2012; NETH et al., 2015).

Por outro lado,considerando a mesma via de administracdo deste trabalho,
Santos e colaboradores (2012) e Dinamene e colaboradores (2013), compararam a
concentracdo de Mn no cortex e foram avaliadas reagfes comportamentais em ratos
machos da linhagem wistar expostos via I.P. ao MnCl2 na concentracdo de 25 mg/Kg
em dias alternados, em oito doses, e salina (NaCl 0,9%) no grupo controle. Os
animais foram eutanasiados no dia 1, 10, 30 e 70 apdés a Ultima dose, e foi
observado que a concentracdo no coértex foi muito grande no dia 1 apds a ultima
dose, decrescendo esse bioacumulo nos dias 10, 30 e 70. Observou-se também que
0S animais expostos ao Mn cruzaram com menos frequéncia o teste de campo
aberto, o que indica maior imobilidade devido ao tratamento. Diante disso, foi
possivel observar que apesar da concentracdo nos tecidos decrescer entre o dia 1 e
70 apoés a ultima exposicdo ao metal, as alteracdes comportamentais persistiram e
as reacOes de oxidacdo no tecido cerebral continuaram ocorrendo. Esse trabalho
mostrou que apesar da deposicdo diminuir apos cessar a exposicdo do Mn, o0s
efeitos neurotdxicos desencadeados persistem.

Com relacdo a via oral de administragdo, em 2000 Dorman e colaboradores
realizaram um experimento com ratos adultos e neonatos e observou que a
administracdo de MnClz em concentracfes de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg via oral em 21
dias consecutivos aumentou o bioacumulo nos dissecados cerebrais. Mesmo que as
vias de administracdo entre os estudos sejam diferentes, os efeitos causados pelo
excesso de Mn foram semelhantes, pois os dados de bioacumulo obtidos nesse
trabalho corroboram com os de cerebelo e tronco encefalico em fémeas, e no
hipocampo em machos e fémeas.

Para avaliar a interferéncia do Mn na absorcéo de ferro, Rossander-Hultém
e colaboradores (1991) realizou um trabalho onde os voluntarios ingeriram (via oral)
sulfato ferroso com e sem manganés a fim de observar se houve redugdo da
absorcao de ferro. O estudo mostrou que houve reducéo na absorcéo do ferro nos
individuos que fizeram uso de manganés adicionado ao sulfato ferroso, onde a
ingestao de Mn em 7,5 mg e 15 mg reduziu a absorcéo de 3 mg de ferro — proporcao

de 21% e 34%, respectivamente). Outro experimento foi realizado nessa pesquisa,
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onde os voluntarios ingeriram hamburger enriquecido com manganés e ferro, e foi
observado que a absor¢ao de ferro diminuiu 40%.

O esperado nesse estudo era que o Mn aumentado fizesse com que
concentracfes de Fe diminuissem, pois no trabalho de Fitsanakis e colaboradores
(2010) e o de Rossander-Hultém e colaboradores (1991) citado acima, essa relacao
foi observada devido a similaridade quimica entre eles; porém, isso nao ocorreu,
nem no cerebelo, nem no tronco encefalico. Portanto, € importante hipotetizar que o
excesso de metais em dissecados cerebrais (ndo somente o Mn) podem estar
relacionados com danos neurolégicos, ou que essa interdependéncia de Mn e Fe
esteja relacionado quando a via de exposicdo ao Mn seja via oral, 0 que néo cabe

ao nosso trabalho pois 0 nosso estudo foi realizado por via intraperitoneal.

5.2 Deposicado de Mn e Fe em tecidos renais

Em relacdo ao bioacumulo de Mn nos rins, houve diferenca significativa
apenas nos grupos 5 mg/Kg sem influéncia dos géneros (p<0,05) (Figura 4 A),
corroborando com os achados de Guimarées (2015), utilizando a dose de 10 mg/Kg
em fémeas em que foi possivel observar também esse aumento de Mn nos rins.

No que tange ao ferro, houve uma diminui¢do do bioacumulo deste metal nos
ratos expostos ao Mn nas duas doses, sem influéncia do género, corroborando com

a hipétese de Fitsanakis e colaboradores (2010).

Figura 4: Concentracdo de Mn e Fe no rim dos grupos estudados.
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Figura 4: (A) Concentragédo de Mn no rim do grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5
mg/Kg(machos e fémeas). (B) Concentragdao de Fe no rim do grupo controle, Mn 1
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mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas). Valores médios com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente. p<0,05 foi considerado significativo.

A literatura relata que a possivel via de excre¢cdo do metal seja por via
hepatobiliar (GALLEZ et al., 1998; PAN et al., 2010; NETH et al., 2015). No trabalho
de Diederich e colaboradores (2012) citado acima, no qual ele observou que houve
aumento de transferrina apds administracdo de Mn em ratos e passado alguns dias
observou que ndo havia mais o metal na circulagdo sanguinea, sugerindo que o
metal j& tivesse sido excretado. Porém, foi identificado um aumento significativo de
Mn inorganico no cérebro e nos rins, sugerindo que os rins também desempenham
papel regulador na homeostase de Mn. O fato da eutanasia ter ocorrido apés 24
horas apos a Ultima dose, e a exposicdo ter sido subcrénica, acredita-se que 0s rins
ja estivessem desempenhando papel regulador de Mn, e por isso houve o

bioacumulo nos grupos Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas).

5.3 Deposicdo de Mn e Fe nos tecidos hepéticos

Na figura 5 abaixo esta a demonstracao grafica da média de concentracéo de
Mn e Fe dos figados dos animais estudados. Na imagem 5 (A) é possivel observar
que houve diferengas no bioacumulo entre as doses administradas (grupo controle e
grupos expostos a Mn), porém ndo houve diferenca entre os géneros. Para o
elemento Ferro, como era de se esperar, a concentracdo no tecido hepatico de
fémeas controle é maior que em machos, isso porque a fisiologia feminina requer
maior aporte de Fe devido aos eventos hormonais (Figura 5 B). E & possivel
observar ainda que a concentracdo de Fe diminuiu com a exposi¢cao ao Mn tanto nos

grupos machos quanto nos grupos de fémeas.
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Figura 5: Concentracdo de Mn e Fe no figado dos grupos estudados.
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Figura 5: (A) Concentracdo de Mn no figadodo grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5
mg/Kg (machos e fémeas). (B) Concentracéo de Fe no figado do grupo controle, Mn
1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas).Valores médios com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente. p<0,05 foi considerado significativo.

Devido a concentracdo de Mn ter sido menor nos grupos controle, 0s niveis
de Fe estdo aumentados quando comparados aos grupos tratados, mostrando que
nao houve competicdo pelos transportadores. Alguns estudos mostram que 0s
transportadores DMT1 estdo presentes na parede da vasculatura (BURDO et al.,
2001, 2004; WU et al., 2004), juntamente com receptores de transferrina e
ferroportina, que estdo localizados em diversos 6rgaos e também no figado (YOU,;
WANG, 2005; YAMANISHI et al., 2007; WARD, 2010). Erikson e colaboradores
(2004) relatam que a expressao de DMTL1 é regulada a partir do Fe disponivel no

organismo, e quando ha aumento de Mn ou outros metais divalentes.

5.4 Anélise bioquimica do soro

Nesse topico sera demonstrado os resultados obtidos das analises de soro
dos animais envolvidos nesse trabalho, dos quais foram separados em trés
subtopicos, sendo eles: 1) Glicose, colesterol e triglicerideos; 2) Uréia e creatinina;
3) TGO e TGP.

5.4.1. Glicose, colesterol e triglicerideos

Como mostra as figuras 6 e 7 abaixo, para a glicemia e o colesterol ndo
houve diferenca estatisticamente relevante entre 0os grupos controles e expostos ao
Mn (p<0,05), sugerindo que, nas condi¢cdes experimentais deste trabalho, o

tratamento com Mn né&o altera o metabolismo da glicose nem do colesterol.
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Figura 6: Concentracéo de glicose dos grupos estudados.
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Figura 6: Concentracdo de glicose do grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg

(machos e fémeas) em mg/dL.

Sobre a relacdo de exposicao ao Mn e andlises bioquimicas, na literatura ha
um trabalho no qual é mostrado que a administracdo de uma dose Unica de Mn via
I.P aumentou a glicemia de ratos na primeira hora ap0s a injecdo, e apdés esse
tempo a glicemia voltou ao seu nivel basal (KEEN et al., 1984). Porém, apesar
desse estudo ter utilizado a mesma via de administracdo que o presente trabalho, foi
administrado apenas uma dose elevada, ndo servindo de padrdo de comparacao
aos dados obtidos nesse estudo.

Nos anos 80, foi realizado um experimento avaliando a influéncia do Mn na
dieta de aves em trés doses distintas e em grupos variados de idade, no qual foi
observado que ndo houve diferenca significativa na alteracdo do metabolismo
lipidico em nenhuma das doses e dos grupos experimentais (KLIMIS-TAVANTIZIS;
KRIS-ETHERTON; LEACH., 1983), o que corrobora com os resultados obtidos

nesse estudo.
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Figura 7: Concentracéo de colesterol dos grupos estudados.
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Figura 7: Concentracdo de colesterol do grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg

(machos e fémeas) em mg/dL.

Sobre os efeitos metabdlicos da exposicdo I.P. de Mn em relacdo aos

triglicerideos, obtivemos dados muito interessantes, visto que houve o aumento de

triglicerideos nos grupos machos tratados com Mn e a reducdo no grupo das fémeas

tratadas com o mesmo metal, com p<0,05 entre os grupos (Figura 8). Tendo em

vista esse resultado, é notavel que o Mn provoca diferencas metabdlicas sobre os

triglicerideos e essas ocorrem dependendo do género. No entanto, ndo ha nada na

literatura que reporte esse tipo de efeito e por isso, mais pesquisas acerca do tema

devem ser realizadas para esclarecer tal fato.
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Figura 8: Concentracdo de triglicerideos dos grupos estudados.
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Figura 8: Concentracdo de triglicerideos do grupo controle, Mn 1 mg/Kg € Mn 5

mg/Kg (machos e fémeas) em mg/dL.

5.4.2. Uréia e creatinina

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia, a relacdo entre a uréia e
a creatinina sanguinea pode ser util particularmente quando se deseja avaliar a taxa
de filtracdo glomerular, ou seja, se ha danos renais. Como foi demonstrado na figura
4 (A) deste trabalho, houve maior bioacimulo de Mn nos rins dos grupos expostos a
esse elemento (grupos machos e fémeas expostos a Mn 5 mg/Kg), e portanto,
resolveu-se investigar se houve dano renal pela deposicdo de Mn nesse 6rgéao.

Na figura 9 (A e B) abaixo, observa-se que apesar de haver diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo controle fémea e Mn 1 mg/Kg (p<0,05);
nao é possivel afirmar que houve dano renal, pois ndo houve aumento de uréia e
creatinina nos grupos tratados, bem como € possivel observar que nao houve

diferenca de género na dosagem desses marcadores bioquimicos.
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Figura 9: Concentragdo de uréia e creatinina dos grupos estudados.
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Figura 9: (A) Concentracao de uréia do grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mgKg
(machos e fémeas) em mg/dL. (B) Concentracdo de creatinina do grupo controle, Mn

1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas) em mg/dL.

Portanto, diante das analises dos marcadores renais (uréia e creatinina) foi
possivel observar que a exposicdo ao Mn de forma subcrénica nédo alterou a fungéo
renal dos animais, indicando que mesmo com a deposi¢do do metal no 6rgédo, nao

h& alteracdo de suas funcoes.

5.4.3. TGO e TGP

Em relacdo aos marcadores séricos hepaticos TGO (transaminase glutamico-
oxalacética) e TGP (transaminase glutamico-piravica), a Sociedade Brasileira de
Hepatologia descreve que o aumento de niveis séricos desses biomarcadores pode
indicar inflamacéo no figado.

No grafico de TGO (Figura 10 (A)), houve apenas aumento do biomarcador no
grupo das fémeas expostas ao Mn na dose de 5 mg/Kg em comparacdo ao seu
grupo controle, podendo indicar que houve algum dano, porém, as evidéncias néo
sao suficientes para indicar que esse aumento de Mn realmente causou algum dano
no figado desses animais pois o TGO ndo € um marcador especifico de dano
hepatico, podendo estar presente em diversas outras estruturas do organismo. Caso

houvesse aumento dos biomarcadores TGO e TGP concomitantemente e esses
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dados se correlacionassem, seria provavel que o Mn realmente provocou danos

hepaticos, porém isso ndo ocorreu nesse estudo.

Na figura 10 (B) abaixo, é possivel observar que ndo houve diferencas

significativas que indicassem que a exposi¢cdo ao Mn causou algum dano no figado,

pois em relagdo ao grupo controle os valores de p<0,05. Portanto, pode-se concluir

gue mesmo com a deposicdo de Mn nos grupos expostos na dose de 5 mg/Kg

(Figura 5 (A)), ndo houve relagéo de género e dose para dano hepatico.

Figura 10: Concentragédo de TGO e TGP dos grupos estudados.
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Figura 10: (A) Concentracdo de TGO do grupo controle, Mn 1 mg/Kg e Mn 5 mg/Kg

(machos e fémeas) em U/L. (B) Concentracdo de TGP do grupo controle, Mn 1

mg/Kg e Mn 5 mg/Kg (machos e fémeas) em UJ/L.
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6 Consideracdes finais

E indiscutivel que o estudo da influéncia do Manganés (Mn) em género e
dose é de grande valia para o entendimento da toxicologia deste elemento quimico,
pois na literatura preexistente sdo raros aqueles que comparam esses fatores e
associam com analises bioquimicas a fim de obter hipGteses sobre a importancia
dos excessos de metais no organismo. O presente estudo mostrou que mesmo em
doses menores, h4 bioacimulo tanto de Mn quanto de Ferro (Fe) em algumas
regides de sistema nervoso central, sendo que no hipocampo o bioacumulo de Mn
foi dose-dependente com pouca influéncia de género, com aumento de Fe nos
grupos tratados; no cerebelo e no tronco encefélico, o bioacimulo de Mn foi dose-
dependente apenas para as fémeas e houve excesso de Fe em todos 0s grupos
exceto no grupo machos de 5 mg/Kg de Mn. Diante desses resultados, sugere-se
gue haja diferentes formas de transporte desses metais divalentes até os 6rgaos
alvo, o que pode estar associado a danos comportamentais. Em relacdo aos tecidos
renais, houve aumento de Mn nos grupos 5 mg/Kg em ambos 0s géneros e reducao
de Fe; e nos tecidos hepaticos houve dose-dependéncia sem influéncia de género,
com diminuicdo de Fe nos grupos tratados, no entanto, ndo é possivel dizer que
houve dano em tecidos renais e hepaticos pois ndo foram evidentes as alteracées
dos biomarcadores bioquimicos; assim como foi possivel observar que ndao houve
alteracdo do metabolismo da glicose e do colesterol, porém, houve diferenca de
género no aumento de triglicerideos em machos.

Portanto, é necessario que haja mais pesquisas acerca do tema que
englobem estudos bioquimicos, toxicolégicos e comportamentais no intuito de
esclarecer os mecanismos de acdo dos metais no organismo e suas influéncias no

metabolismo.
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