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SUMARIO

Estudou-se o consumo de O, da reacg@o de autoxidagdo da dopamina em tampao TRIS/ NaCl

apH varidvel. A autoxidagio da

opamina pode ocorrer através de duas vias de oxidacio distintas,

uma que envolve a redugdo univalente do O, e leva A formagdo de O, e outra de redugdo divalente
que produz H,0,. A detecgio da redugdo univalente durante a sintese in vitro de neuromelaninas
foi seguida através do consumo de O,, usando 0 método do ferricitocromo c. A detecgdo divalente
foi feita na presenca de catalase. Verificou-se que o manganésio aumenta o consumo de 0, da
reacgdo, aumentando a produgio de espécies activas de oxigénio, nomeadamente 0, e H,0,.
Assim, parece provivel que a neurotoxicidade deste metal a nivel do sistema nervoso central possa
estar relacionada com o facto de haver um aumento da produgio de radicais livres de oxigénio nos
neurdnios dopaminérgicos, os quais ficam deste modo sujeitos a um stress oxidativo.

SUMMARY
Production of O, during Neuromelanin synthesis. Action of Manganese

The oxygen uptake during the reaction of dopamine autoxidation was studied and it was found
that it may occur through two distinct oxidative pathways. One involves the univalent reduction of
oxygen, forming the superoxide radical, the other involves a bivalent reduction which generates
hydrogen peroxide. The detection of the univalent reaction was followed by the study of oxygen
consumption, in the presence of cytochrome c. The detection of the bivalent reaction was made in
the presence of catalase. It was found that manganese increases the oxygen uptake of the reaction,
by increasing the production of both oxygen active forms. It seems probable that the neurotoxic-
ity of this metal may berelated with the increased production of activated oxygen in dopaminergic

neurons, which undergo an oxidative stress.

INTRODUCAO

As neuromelaninas sdo derivadas do metabolismo oxi-
dativo das catecolaminas (Fig.1) e sdo responsdveis pela
pigmentagdo do sistema nervoso central. Os estudos
histoquimicos de Barden!, demonstraram que as mela-
ninas depositadas na Substantia nigra e no Locus coeru-
leus, sdo resultado da polimerizag3o de produtos derivados
da oxidagdo da dopamina ¢ da noradrenalina, respectiva-
mente.

As fun¢Ges das neuromelaninas sio ainda motivo de
grande controvérsia. Estes polimeros s3o muitas vezes
considerados como produtos de acumulagfio de natureza
toxica?, devido ao facto de durante a sua sintese haver
formagdo de metabolitos intermedidrios que exercem acgdes
téxicas (quinonas e radicais semiquinénicos)*. Por outro
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lado, as neuromelaninas sio indicadas como possiveis
“scavengers” de radicais livres’#, ao actuarem como tam-
poes redox que captam e cedem electrdes. Segundo Ko-
rytowski et al.%, os polimeros de melaninas podem actuar
como pseudo-dismutases, o que pode indicar as neu-
romelaninas como parte de um mecanismo protector do
sistema nervoso.

Estes pigmentos adquiriram particular importancia nos
tltimos anos devido A sua possivel relagdo com a doenga de
Parkinson. A despigmentagio do sistema nervoso central
parece estar relacionada com factores implicados no apareci-
mento de doengas motoras extrapiramidais.

Os neurénios que contém neuromelaninas sofrem uma
degenerescéncia com a idade. O parkinsonismo parece
estar associado a uma degenerescéncia acelerada dos
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Fig. 1 — Mecanismo proposto para a via de sintese de neuromelaminas, partindo da oxidagio néo ezimética da dopamina
QUADRO 1 — Autoxidagio da dopamina e geragao de radical superéxido e peréxido de hidrogénio
TRIS/NaCl, pH9 TRIS/NaCl, pH 9.5 TRIS/NaCl, pH 10
uMO, %0, uMo, % O, MM O, %0,

Tampéo Tris 0.2M/NaCl 0.15M 38.5+4.7n=10 18% cv=122% 34.242.1n=3 16% c.v.=6.25% 312433 n=12 14.6% c.v.=10.4%

Dopamina 0.1m M em Tris/NaCl (SC) 104.947.3 49% 154.113.8 72% 187.314.9 87.5%
n=5 c.v.=6.9% n=5 cv=2.5% n=11 cv.=2.3%
SC+Fe(II)Citc 104.919 49% 157.813.8 73.8%
n=4 c.v.=8.6% — n=2
p=n.s
SC+ Fe(II)Citc+SOD —_ — 179.843 84%
n=2
SC +Catalase 70.612.1 33%
n=3 c.v.=3% — —_
p<0.001
SC + Fe(IIN)Citc + 67.4 31,5% —_ —
Catalase n=2

O consumo de oxigénio foi determinado ao fim de 30 minutos a 37°C. Os valores apresentados representam a médiatdesvio padréo dos
viérios ensaios (n). O coeficiente de var ‘agio dos resultados, desvio padrao/média x 100% foi igualmente calculado, de forma a ter uma
medida do erro associado a cada expcréncia. A significincia dos resultados foi calculada usando o teste de T de Student (valores
comparados com os obtidos para S.C.)
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neurénios dopaminérgicos da Substancianigra, além de se
verificar uma diminuigdo acentuada da concentragio de
dopamina e despigmentagao destas células’®.

Lesdes similares tém sido observadas apés adminis-
tragio crénica de manganésio*! e de drogas como o MPTP'*
13 A neurotoxicidade destas substincias parece estar rela-
cionada com o facto de elas serem capazes de potenciar a
autoxidag3o in vitro da dopamina’+'¢, aumentando a pro-
dugo de quinonas citotéxicas e provavelmente de radicais
livres de oxigénio.

Em trabalhos anteriores!’, verificou-se que 0 manganésio
divalente seria capaz de potenciar a autoxidag3o da dopami-
na, aumentando a produgio de dopaminaquinonas.

Pretendeu-se com este trabalho estudar a geragdo de
formas activas de oxigénio durante a sintese de neu-
romelaninas e verificar o efeito do manganésio a nivel da
produgdo de radicais livres de oxigénio.

MATERIAL E METODOS

A dopamina oxida-se espontaneamente em solugfo aquosa,
levando 2 formagio de compostos corados de cor amarela,
que vio escurecendo com o decorrer da reacgdo e que
acabam por precipitar sob a forma de pigmentos de cor
castanha escura (neuromelaninas). A velocidade desta
reacco estd altamente dependente do pH da solugdo.
Estudos espectrofotométricos desta reacgdo foram reali-
zados em tampZo TRIS 0.02 M/ NaCl10.15M,apH8¢a
pH 10.

Estudou-se o consumo de oxigénio durante a sintese in
vitro de neuromelaninas, partindo da reacgdo de autoxi-
daggio da dopamina 0.1 mM em tampgo TRIS/NaCl ,a pH
9-10.

A detecgiio da redugo univalente do oxigénio durante a
oxidagao da dopamina, foi seguida através do consumo de
0, de acordo com 0 método descrito por Fridovich'®, Este
método baseia-se na inibigdo pelo ferricitocromo ¢ do
consumo de oxigénio pela via de redugio univalente,
podendo tal inibig4o ser superada na presenca de SOD.

A detecgio da redugdo divalente do oxigénio foi feita na
presenga de catalase. A catalase inibe metade do consumo
de O, pela via de redugdo divalente.

A‘acgdo do manganésio sobre o sistema em estudo € 0
seu efeito na geragio de O, ¢ H,0, foram avaliados através
do consumo de oxigénio da reacgdo da dopamina na
presenga de ides Mn?* 0.01 mM. De forma a evitar a
formago de possiveis complexos e posterior precipitagdo,
o cloreto de manganésio (MnCl,) foi dissolvido em 4gua
desionizada, sendo posteriormente diluido em tampdo
TRIS-salino de forma a obter a concentragdo ¢ o pH
desejados.

As determinagdes espectrofotométricas foram realizadas
num aparelho Beckman DU-50 com controlador de tem-
peratura, utilizando um médulo Soft-Pac™ de cinética.

O consumo de oxigénio foi determinado usando um
eléctrodo de Clark com agitagdo e unidade de controlo e
registador acoplados (Oxigrafo Gilson 5/6). Todos os en-
gaio(g foram realizados a uma temperatura constante de

7°C.

A dopamina, SOD (eritrécitos de bovino), catalase (figado
bovino) e ferricitocromo ¢ (coragdo de cavalo) foram
obtidos da Sigma, enquanto os restantes reagentes foram
fornecidos pela Merck.
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RESULTADOS

1- Estudo da reaccéo de oxidagio da dopamina — A
oxidagdo das catecolaminas é um processo complexo em
que h4 formagdo de compostos altamente instdveis como
as quinonas, hidroquinonas e radicais semiquindnicos. O
mecanismo desta oxida¢do foi proposto por Mason em
1947'%, como explicagio para a formag#o de melaninas. As
catecolaminas s3o convertidas inicialmente em orto-semiqui-
nonas, as quais dio origem por desprotonagdo as orto-
quinonas. Estas quinonas sofrem posteriormente uma ci-
clizagdo irreversivel, com formag3o de aminocrémios.

A formag#o n3o enzimética de neuromelaninas pode ser
estudada in vitro a partir da oxidagio espontinea da
dopamina'’. Determinagdes espectrofotométricas desta
reacgdo permitem detectar a formagdo de alguns compos-
tos intermediarios. Assim, foi-nos possivel detectar a for-
magio de dopaminaquinena a 290 nm e de um amino-
crémio, 0 dopaminocrémio a 450 nm,

Estes estudos, realizados a diferentes pH (Fig.2 e 3),
permitiram uma razodvel caracterizagio da reac¢do de
autoxidagio da dopamina e da consequente formagao de
neuromelaninas sintéticas.
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#ig. 2 — Efeito do mangnésio na reac¢do de oxidagdo ndo en-
zimética da dopamina a pH8. Ensaios realizados a 37°C em
tampéo TRIS 0,2/NaCl 0,15M, pH8 na presenga de dopamina 0,1
mM (Q) e MnCI2, 0,01mM(*)
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Fig. 3 — Efeito do manganésio na reacgio de autoxidagio da
dopamina a pH10. Ensaios realizados com procedimento idéntico
ao da figura 2
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Fig 4-Efeito do pH no consumo de oxigénio durante areacgio de
sintese de neuromelaninas. Os ensaios foram realizados a uma
temperatura constante de 37°C em tampéo TRIS 0.02 M/NaCl
0.15M.

O consumo de oxigénio da reacgdo de oxidagio da
dopamina em tampdo TRIS-salino foi estudado a diferen-
tes pH (Fig.4). Verificou-se que a pH 10, este consumo &
praticamente total ao fim de 30 minutos, enquanto que a
pH 9 e durante 0 mesmo periodo de tempo, o consumo de
oxigénio € da ordem dos 50% (Quadro 1).

2- Geragio de O, durante a sintese de neuromelaninas
— O consumo de O, durante a reacgio de autoxidagao da
dopamina pode seguir duas vias distintas, uma de redugdo
univalente que leva a formag#o de radical anifio superéxido
(1a) e 1b)) e outra de redugdo divalente que produz
peréxido de hidrogénio®, Segundo 0 mecanismo proposto
para a sintese de neuromelaninas a partir da dopamina, n3o
existe incorporagdo de oxigénio durante areacgio (Fig.1).
RH, + 20-R + 2H* + 20 .- (1a)
30, + 200, + H,0,(fb)
RH, + O,-»R + H)0;?
Se o ferricitocromo c estives-presente, poderd reagir com
os radicais super6xido gerados pela via de redugiio uni-
valente.
Fe (III) cit.c + O, —Fe (II) cit.c + O®
Quando presente em quantidades saturantes, o ferricito-
cromo ¢ pode impedir a parte do consumo total de oxigénio
pela via de redugfio univalente, ndo interferindo com o
consumo de oxigénio pela via de redugio divalente!®,
Se, para além do ferricitocromo ¢ a SOD estiver também
presente, ao catalisar a reacgfo (b), esta ird competir com
o ferricitocromo ¢ para os radicais O,;, inibindo o efeito
deste no consumo de oxigénio,
A adigdo de ferricitocromo ¢ § mM & solu¢io de dopamina
0.1 mM em tampio TRIS/NaCl, pH 10, provoca uma
diminuigiio do consumo total de oxigénio ao fim de 30
minutos de reacgfio. Na presenga de SOD 120 U/ml, a
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Fig.5-Geragiio de O, durante a autoxidagio dadopamina 0.1 mM
em tampéo TRIS/NaCl, pH10. A redugdo do Fe(IIl)cit.c (SmM)
pelo superéxido diminui o consumo total de oxigénio da reacgdo,
sendo este consumo reposto na presenga de SOD (120U/ml).
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Fig. 6-Detecgiio da formagdo de peréxido de hidrogénio (CAT
300U/ml) e de superéxido (Fe—>(I)cit.c 20 mM), durante a
autoxidagdo da dopamina 0,1mM em tampao TRIS/NaCI, pH9

acgdo do ferricitocromo c é anulada, havendo reposigio do
consumo total de oxigénio (Fig.5).

A diminuig&o do consumo de O, na presenga de Fe(III)cit.c
corresponde a fracgdo do oxigéznio que € reduzida pela via
univalente e que leva 2 geragio de superéxido.

A adigdo de Fe(II)cit.c 20 mM a solugo de dopamina em
TRIS/NaCl, pH 9 nfo tem influéncia no consumo total de
oxigénio. Assim, nestas condigdes ndo existe formagao de
radical anido superéxido. Em contrapartida, a adigdo de
catalase 300 U/ml ao sistema diminui substancialmente o
consumo de O, (Fig.6). A catalase inibe metade do con-
sumo de oxiggnio pela via de redugdo divalente (2H,0,
2H,0 + 0,).

A &iminulgﬁo do consumo de O, na presenga de catalase
corresponde a metade da fracgﬁzo do oxigénio que € re-
duzido pela via divalente e que leva i formagdo de H,0,.
3-Accio do manganésio — O manganésio potencia a
autoxidacdo da dopamina, aumentando o consumo de
oxigénio da reac¢io (Fig.7). -

Estas observagdes estdo de acordo com os resultados de
Donaldson et al.'%, que verificaram que 0 Mn* 10 mM
aumentava a autoxidagdo da dopamina em tampao TRIS
50 mM, pH 7.8, por determinagdes espectrofotométricas
da formagao de aminocrémio a 480 nm,

Segundo Archibald e Tyree?, o manganésio é capaz de
potenciar a oxidag#o das catecolaminas, sendo esta acgiio
dependente do seu estado de oxidagdo. Segundo estes
autores, a forma divalente do manganésio é pouco eficaz
na oxidagdo das catecolaminas enquanto que a sua forma
trivalente tem um efeito acentuado.

O estudo do consumo de oxigénio da reac¢io de oxidaggo
da dopamina em presenga de ides Mn?*, demonstrou que
além do manganésio divalente potenciar esta reacgo, este
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Fig.7 - Acgio do manganésio divalente no consumo de oxigénio
da reac¢do de autoxidagio da dopamina 0.1 mM em tampdo
TRIS/NaCl a diferentes pH ([Mn2+]=0.01mM).

metal é capaz de estimular a geragdo de formas activadas
de oxigénio, nomeadamente O, e H,0, (Fig.8).

A adigdo de ferricitocromo ¢ 20mM & soiugéo de dopamina
¢ MnCl,0.01mM em tampdo TRIS/NaCl, pH 9 diminui o
consumo de O, dareacgdo. A adigio de SOD aeste sistema
ndo tem qualquer ac¢do, ndo havendo deste modo re-
posi¢do do consumo de oxigénio pela via de redugdo
univalente. A explicagdo para este comportamento pode
residir no facto de que em presenga de elevadas concen-
trages de ferricitocromo ¢ e SOD, estas duas substincias
possam interactuar entre si, havendo inactivagdo da su-
peréxido dismutase?,
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Fig. 8 - Detecgiio da geragdo de superdxido e de peréxido de
hidrogénio durante a sintese in vitro de neuromelaninas na
presenca de ides manganésio ([Mn2+]=0.01mM)

Fe(IT)cit.c + SOD Cu(Il)>Fe(lll)cit.c + SOD Cu(l)

As concentragdes de ferricitocromo ¢ utilisadas foram
relativamente elevadas, devido a este composto ndo reagir
especificamente com o superdéxido, podendo ligar-se a
diversos compostos, nomeadamente as quinonas?,

E possivel verificar que na presenga de Mn? 0.01 mM, a
reac¢io de oxidagdo da dopamina em TRIS/NaCl, pH 9
forma superé6xido e peréxido de hidrogénio, enquanto que
a mesma reacgdo na auséncia de manganésio ndo origina
superdéxido (Quadro 2).

Propostas para a ac¢io do Mn?* a nivel da oxidagio das
catecolaminas estdo relacionadas com o facto deste metal
ser capaz de dismutar 0 O, formando-se Mn* 2. A forma
trivalente do man ganésno seria capaz de reagir com as
catecolaminas, aumentando significativamente a sua oxi-
dacio, enquanto que o Mn?* nfo teria a¢¢do directa sobre
as catecolaminas?,

Trabalhos realizados sobre a acgfio do manganésio nas
catecolaminas, demonstraram que na presenga de SOD
seria possivel inibir a oxidagﬁo da dopamina dependente
de Mn>*®, uma vez que na auséncia de O, ndo se formaria
Mn** e como tal nfio haveria acgdo sobre as catecolaminas.
A acgio da SOD foi testada no nosso sistema através da
medigo do consumo de oxigénio da reac¢do da dopamina
em presenga de ides divalentes de manganésio. Os resulta-
dos obtidos demonstram que a SOD ndo tem qualquer
efeito sobre o nosso sistema (Fig.8). Assim, parece que a
acgdo do Mn?* ndo dependerda presenga de superéxido e
que o seu efeito sobre a oxidagdo da dopamina é bastante
significativo.

DISCUSSAOQ

O envenenamento por manganésio ou manganismo foi
descrito inicialmente por Couper and Glasgow em 1837
em trabalhadores de refinarias de manganésio. Recente-
mente, 0 manganismo adquiriu particular interesse ao se
verificar que esta patologia apresenta sintomas extrapi-
ramidais semelhantes aos encontrados no parkinsonismo.

Viérias propostas t&m sido sido indicadas como possiveis
hipéteses explicativas da toxicidade do manganésio a nivel
do sistema nervoso central: (a) toxicidade directa do Mn?*
ou do manganésio em estados de oxidagdo superiores’,
para as células dopaminérgicas, (b) aumento da produgfio
de radicais livres de oxigénio, os quais podem atacar a
dopamina, as células dopaminérgicas ou os receptores de
dopamina**, (c) diminui¢io da actividade da peroxidase e
catalase por ac¢do do manganésio, (d) o manganésio
catalisa a formagdo de 6-hidroxidopamina ou de outras
catecolaminas téxicas, que podem levar A diminuigio da
quantidade de grupos ti6licos com acg¢do protectora*®>% ¢
(e) o manganésio oxida ou aumenta a autoxidagfio da
dopamina!+'%®, eliminando desta forma este neurotrans-
missor e aumentando a formagdo de quinonas citot6xicas.

Estudos realizados por Graham e colaboradores sobre a
toxicidade de diferentes polifenois?, forneceram evidéncias
para a existéncia de dois modos de acgdio claramente
distintos: (a) produgfo de radicais de oxigénio durante a
autoxidagdo e (b) produgdo de espécies quindnicas, que
levariam a morte celular por reacgdo com grupos nu-
cledfilos de proteinas, péptidos, etc. Segundo estes autores
a dopamina pode ser téxica para as células ao actuar
preferencialmente segundo o mecanismo (b). A dopamina
¢ a catecolamina que se autoxida mais rapidamente e a que
cicliza mais lentamente, sendo as suas quinonas relativa-
mente estiveis®.

A habilidade do manganésio para induzir lesdes selecti-
vas na S.nigra de humanos e primatas pode estar rela-
cionada com as elevadas concentragdes de enzimas oxida-
tivos nesta regido do cérebro. Segundo Ambani e col.?, a
S.nigra € a regido do cérebro que apresent» uma maior
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QUADRO 2 — Acgiio do manganésio sobre a reacgio de autoxidagio da dopamina e efeito consequente na geragio de superéxido

e peréxido de hidrogénio.
TRIS/NaCl, pH 9 TRIS/NaCl, pH 10
MM O, % O, uMo, %0,
S.C.+Mn 20.01 mM 173.347.28 81% 203.9+9.05 95%
n=10 cv.=4.2% n=4 c.v.=4.4%
p<0.001 p<0.001
S.C.+Mn # +Fe([I)Citc 20 mM 140.8+ 6.6 66% —
n=3 cv=4.7%
p*<0.001
120 U/m1 135.9 63.5%
S.C.+ Mn % + Fe(Ill)Citc +SOD 240 U/ml 141.2 66% —_
480 U/ml 133.8 62.5%
(n=2)
S.C. + Mn *+S0OD 360 U/ml +169.416.2 79.2% —
n=3 c.v=3.7%
S.C. + Mn ** +Catalase 12249.6 57% —
n=7 c.v.=71.9%
p*<0.001
S.C. + Mn?* + Fe(II)Citc + 89.9 42%
Catalase n=2
S.C. + Mn ?* + Catalase+SOD 119.84+2.78 56% —
n=3 c.v.=2.3%
Nota: p* foi calculado comparando com os resultados obtidos para S.C. + Mn?*
actividade da peroxidase, devido 4 acgiio da MAO sobre as BIBLIOGRAFIA

catecolaminas que resulta em formagdo de H,0,. Uma vez
que os ides divalentes de manganésio podem ser oxidados
a formas de valéncia superiores na presen¢a de peroxi-
dases, fenoise H 02”, uma possibilidade intrigante & con-
siderar que na §.n1gra existe um ambiente favoravel a
oxidagdo do Mn?* a estados de oxidag@o superiores.

O manganésio apresenta elevada afinidade para se ligar
ao oxigénio (Mn**+0,—Mn**+0,), além de poder reagir
com o per6xido de hidrogénio, com producdo de radical
hidroxilo (Mn?* + H,0,—HO + HO" + Mn**)®,

Os nossos resultados demonstraram que na presenga de
oxigénio, 0 mangahésio é capaz de potenciar a oxidacgo da
dopamina, aumentando a formagao de radical anido su-
peréxido e de per6xido de hidrogénio. Torna-se dificil
concluir se esta acgdo resulta da interacgio directa dos ides
Mn?* ou se estes foram oxidados a formas de valéncia
superiores, mais capazes de actuar sobre a dopamina.

A reacg@o de autoxidagdo da dopamina, a pH 9, na
auséncia de manganésio segue preferencialmente a via de
reducio divalente do oxigénio, ndo havendo produgdo de
0,.

2Assim, enquanto que em alguns sistemas bioldgicos o
manganésio pode ter uma acgio protectora, ao proceder a
dismuta¢io do O, e evitando a lipoperoxidagdo, na S.nigra
a acgdo directa dos ides Mn?* ou a sua oxidagio a Mn*
aumenta a oxidagdo da dopamina, da qual resulta um
aumento significativo de formas activadas de oxigénio e de
quinonas citotéxicas. Nestas condigdes, o excesso de radi-
cais livres pode resultar num aumento da lipoperoxidagdo
e na destruigfio das células dopaminérgicas.
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