
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

INSTITUTO DE QUÍMICA 

 

Programa de Pós-Graduação em Química 

Tatiana Araujo Pereira 

 

 

Danos oxidativos promovidos por 

espécies de Mn(III) sobre biomolécu-

las e células em situação de estresse 
 

 

 

Versão corrigida 

 

São Paulo 

Data do depósito na SPG: 

26/04/2012



 

Tatiana Araujo Pereira 

 

 

 

Danos oxidativos promovidos por espécies de Mn(III) 

sobre biomoléculas e células em situação de estresse. 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo 

para obtenção do título de Mestre em Ci-

ências (Química) 

 

 

 

Orientador: Prof Dr. Breno Pannia Espósito 

 

 

São Paulo 

2012



 

EM BRANCO PARA ANEXAR A FOLHA DE APROVAÇÃO 

 



Agradecimentos 

À minha família, namorado e amigos. 

Ao orientador, Breno Pannia Espósito. 

À aluna de iniciação científica Daniela Pereira, do laboratório de bioinorgânica. 

A todos os colegas de laboratório. 

Ao colega Raúl Bonne Hernández e à profª. Nadja Cristhina de Souza Pinto Lardner (IQUSP). 

Ao prof. Hermi Felinto de Brito (IQUSP) e aos seus alunos Jiang Kai; Lucas e Ivan. 

Ao prof. Maurício da Silva Baptista (IQUSP). 

Ao professores do Grupo de Pesquisa em Química Verde e Ambiental (GPQVA) do IQUSP. 

À profª. Giselle Cerchiaro (UFABC). 

Ao prof. Fabio Luis Forti (IQUSP) e sua aluna Gisele Espinha Teixeira da Silva. 

Ao prof. Omar Abdel Moneim Abou El Seoud. 

À profª. Ohara Augusto. 

Ao programa de pós-graduação em Química do IQUSP. 

Às agências CNPq e FAPESP. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Um homem que trabalha com as mãos é um operário; 

um homem que trabalha com as mãos e com o cérebro 

é um artesão; mas o homem que trabalha com as mãos, 

o cérebro e o coração, é um artista.” 

São Francisco de Assis. 



 

Resumo 

Tatiana Araujo Pereira. DANOS OXIDATIVOS PROVOCADOS POR ESPÉCIES DE 

Mn(III) SOBRE BIOMOLÉCULAS E CÉLULAS EM SITUAÇÃO DE ESTRESSE. 2012. 

(115p). Dissertação de Mestrado – Programa de Pós-Graduação em Química. Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

O manganês é um elemento traço essencial, porém existe uma preocupação com seus 

potenciais efeitos neurotóxicos associados à exposição a níveis excessivos, podendo provocar 

uma síndrome conhecida como manganismo, cujos sintomas são semelhantes aos da doença 

de Parkinson. A maioria dos trabalhos envolvendo manganês usa espécies de Mn(II), mas 

sabe-se que Mn(III) é acumulado em maior quantidade no cérebro. Nesse sentido, foi feito um 

estudo dos danos oxidativos e de toxicidade provocados por três complexos de Mn(III): citra-

to, pirofosfato e salicilenodiamina (respectivamente MnCit, MnPPi e EUK8). Para tanto, as 

três espécies foram sintetizadas e caracterizadas por métodos espectroscópicos. Em seguida 

foram determinadas suas capacidades pró-oxidantes sobre os seguintes marcadores: dihidro-

rodamina (DHR), tirosina (Tyr), albumina (BSA) e dopamina (DA). Finalmente, seu efeito 

sobre células cerebelares e da cepa HeLa estressada por meio de irradiação UV também foi 

avaliado, e foi usado ascorbato na tentativa de tratar o dano sobre células HeLa. O teste com a 

DHR também foi feito em presença de H2O2 e ascorbato. 

A capacidade pró-oxidante testada por fluorescência da DHR sugere que o ascorbato 

atua como anti-oxidante. Além disso, MnCit e MnPPi (mas não EUK8), quando na presença 

de H2O2, são menos oxidantes. O mesmo comportamento foi percebido nas medidas de fluo-

rescência de Tyr. A carbonilação da BSA, verificada pela absorbância do seu marcador (DN-

PH), seria indício de capacidade oxidante dos complexos, mas não percebeu-se variação sig-



nificativa de grupos C=O na proteína após tratamento com espécies de Mn(III), mesmo em 

amostras com H2O2, embora notem-se as mesmas tendências apresentadas pelos complexos 

com DHR e Tyr. 

Estudos de oxidação de DA por luminescência tiveram resultados inconclusivos, mas 

dados mais concretos em testes com medidas de absorbância de soluções de DA e fluorescên-

cia de misturas de DA com DHR indicaram que DA é preferencialmente oxidada por todos os 

compostos. 

A viabilidade celular de culturas de células neuronais granulares (CGC) mostrou pou-

ca diferença entre as toxicidades dos compostos, mas verifica-se uma relação inversamente 

proporcional entre as toxicidades e lipofilicidades dos complexos. O mesmo não ocorre nos 

experimentos com HeLa, cuja viabilidade foi avaliada por contagem de colônias após fixação 

e coloração das células, pois nesse caso o EUK8 se mostrou o mais tóxico dos três. Além dis-

so, ao contrário do observado com a DHR, o ascorbato teve ação pró-oxidante, e, aparente-

mente, houve um efeito sinérgico negativo entre os complexos e a radiação UV. Tratamento 

com o quelante p-aminossalicilato só foi eficaz na recuperação das culturas para amostras não 

irradiadas. 

 

Palavras – chave: Manganês, toxicidade, neurônio, redox, biomoléculas.  



 

Abstract 

Tatiana Araujo Pereira. OXIDATIVE DAMAGE INDUCED BY Mn(III) SPECIES OVER 

BIOMOLECULES AND STRESSED CELLS. 2012 (115p) PhD Thesis – Graduate program 

in Chemistry. Institute of Chemistry, University of  São Paulo, São Paulo. 

  

Manganese is an essential trace element, however there is considerable concern re-

garding its neurological effects when in excess, giving rise to a condition termed manganism 

which is characterized by Parkinson disease-like symptoms. Most evaluations of manganese 

toxicity use poorly defined Mn(II) species, although Mn(III) is known to accumulate preferen-

tially in the brain. Therefore, in this work we proposed a study of oxidative damage and 

citotoxicity of Mn(III) derivatives of citrate, pyrophosphate and salycilenediamine (respec-

tively, MnCit, MnPPi and EUK8). The species were synthesized and characterized by spec-

troscopic methods. Their pro-oxidant abilities were assessed over markers of oxidant activity 

dihydrorhodamine (DHR), tyrosine (Tyr), albumin (BSA) and dopamine (DA). In addition, 

their effect over granular cerebral cells (CGC) and HeLa cells stressed by ultraviolet irradia-

tion was studied, and treated with ascorbate. Tests with DHR were repeated treating the sam-

ples with H2O2 and ascorbate. 

Pro-oxidant ability tested by both DHR and Tyr fluorescence suggest that ascorbate is 

antioxidant towards Mn(III)-induced oxidative damage. MnCit and MnPPi (but not EUK8), 

when in presence of peroxide, are less oxidants. An analogous trend was observed for BSA, 

although without statistical significance. 

Evaluation of DA formation by luminescence was inconclusive, but competition stud-

ies of DA+DHR mixtures indicated that DA is preferentially oxidized by all the complexes. 



To CGC, little difference was observed for the toxicities of the complexes. An inverse 

relationship of toxicity and lipophilicity has been observed. However this was not observed 

for HeLa cells, to which EUK8 was more toxic. In addition, and in opposition to the DHR 

solution study, ascorbate was found to be pro-oxidant. A negative synergic effect was ob-

served between complex doses and irradiation. Treatment of the cells with para- 

aminosalicylate was beneficial only for non-irradiated cells. 

 

 

Keywords: Manganese, toxicity, neurons, redox, biomolecules. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Manganês 

O manganês é um metal de transição com massa atômica 55 e configuração eletrônica 

[Ar]4s23d5 (Z = 25). Foi isolado pela primeira vez, por redução de MnO2 com carvão, pelo 

químico sueco Johan Gottlieb Gahn, em 1774. Observa-se pelo diagrama de Frost (Figura 1), 

que o manganês pode ter oito estados de oxidação, doando no máximo sete elétrons. O dia-

grama de Frost representa qualitativamente a estabilidade relativa dos estados de oxidação de 

um dado elemento, através do gráfico de N.E0 em função do número de oxidação. Assim, é 

coerente que, em sistemas biológicos as espécies de manganês mais encontradas sejam 

Mn(II), Mn(III) e Mn(IV) (Brown, 2006), sendoMn(II) e Mn(IV) as mais estáveis, visto que 

Mn(III) desproporciona-se rapidamente em meio oxidante e neutro (pH ≈ 7), na ausência de 

um sistema de ligantes que o estabilize em solução, conforme mostrado por equações obtidas 

através do diagrama de Latimer (Esquema I) (Arndt, 2009a). 

 

Figura 1. Diagrama de Frost para o manganês. 
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E = -0,95 V

E = +0,55 V2
  (Esquema I) 

 

Ambos Mn(II) (3d5) e Mn(III) (3d4) têm número de coordenação igual a 6, entretanto, 

o primeiro tende a formar complexos octaédricos, enquanto que o último é mais encontrados 

em compostos de coordenação tetragonais devido à distorção na estrutura pelo efeito Jahn-

Teller (Figura 2) (Roat-Malone, 2002a). 

 

 

Figura 2. Energias de estabilização do campo ligante e efeito Jahn-Teller em Mn(III). (Roat-Malone, 2002a) 

 

O manganês é largamente distribuído no solo, e seu dióxido, conhecido como pirolusi-

ta, é a forma mais comumente encontrada em minérios, dos quais a maior parte do manganês 

é obtida no Brasil, Ucrânia, Austrália, África do Sul, Gabão, China e Índia. MnO2 é utilizado 
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como despolarizador em baterias e como “descolorizador” em vidros, que são naturalmente 

verdes devido à impurezas de ferro (Lide, 2006-2007), mas a principal aplicação do manganês 

é na indústria do aço, onde é usado para proporcionar maior dureza à liga ferro-carbono (San-

tos, Milatovic et al., 2010). O Mn também é usado na forma de um organometálico conhecido 

como metilciclopentadienil tricarbonil manganês (MMT), um aditivo antidetonante da gasoli-

na que também tem como função melhorar a octanagem do combustível. Aliás, esse composto 

é uma fonte de Mn para a atmosfera, visto que emite material particulado contendo principal-

mente Mn3O4, MnSO4.H2O e  Mn5(PO4)[PO3
-(OH)]2.4H2O (Ressler, Wong et al., 2000), e 

vale mencionar que 99 % das partículas emitidas é respirável (< 5 µm) e 86 % é menor que 1 

µm (Joly, Lambert et al., 2009), ou seja, podem  penetrar os pulmões e alcançar a região alve-

olar, a partir de onde passarão para outros órgãos sem serem processados pelo fígado. 

 

1.2 Química Bioinorgânica do Manganês 

Muitas espécies de manganês, principalmente óxidos, são encontradas na crosta terres-

tre, e, por meio de lixiviação do material rochoso no leito de corpos d’água, são dissolvidos na 

fase aquosa, e, portanto, tais espécies são abundantes em rios e lagos.  O manganês também é 

encontrado em muitos vegetais, já que faz parte do fotossistema II, responsável pela evolução 

do oxigênio durante a fotossíntese (Figura 3). Dessa forma, manganês pode ser ingerido atra-

vés da água e/ou de alimentos. 

No fotossistema II, o OEC (oxygen-evolving complex) é a enzima composta por qua-

tro monômeros de Mn(II) hexacoordenados responsável pela evolução do oxigênio, ou seja, 

pela reação redox que converte água em O2 e H+. Nesse processo, duas moléculas de água se 

coordenam a dois Mn(II) da enzima, onde um elétron e um próton são removidos (um de cada 

vez) na primeira etapa e transferidos para a clorofila P680+ por meio de um resíduo de tirosi-

na. Isso se repete na segunda etapa, e o oxigênio formado é liberado em seguida, restaurando 
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a conformação inicial do complexo. A clorofila P680 é doador primário de elétrons para uma 

quinona envolvida no tranporte de prótons e elétrons que mantém a força próton-motora e a 

síntese de ATP durante a fotossíntese, daí é gerada sua forma catiônica (P680+). O sítio ativo 

contendo Mn(II) é o principal responsável pela geração de oxigênio e manutenção de energia 

em vegetais, por isso OEC é uma enzima de grande inportância, que atrai a atenção de muitos 

pesquisadores (Hoganson e Babcock, 1997). 

 

Figura 3. Fotossistema II (em destaque o centro gerador de oxigênio).  
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Manganês é um elemento traço essencial, cujo consumo recomendado na dieta é de 2-

5 mg por dia e a regulação homeostática dos níveis de Mn é essencial para o funcionamento 

normal do organismo (Khalid, Aoun et al., 2011). O tempo de meia-vida biológico do manga-

nês em humanos é de 40 dias, sendo eliminado na bile e excretado nas fezes (somente 5 % é 

eliminado através da urina) (Nowak, Bojanek et al., 2010). A falta desse elemento já foi rela-

cionada a problemas de fertilidade, deficiências de nascimento, capacidade mental afetada e 

formação prejudicada dos ossos (Khalid, Aoun et al., 2011). 

Além de ser importante para muitas enzimas do cérebro, como, por exemplo, a gluta-

mina sintetase (GS) (Crossgrove, Allen et al., 2003), manganês é co-fator da superóxido dis-

mutase mitocondrial (SOD2), enzima antioxidante responsável pela dismutação do ânion su-

peróxido (O2
.-), formado normalmente na respiração celular e anormalmente em casos de in-

flamações agudas ou crônicas (Freeland-Graves, Bose et al., 2005). A SOD contendo Cu e Zn 

é encontrada no citossol (SOD1) ou no meio extracelular (SOD3), porém somente a ausência 

da SOD2 se mostrou letal em experimentos com camundongos (Salvemini, Muscoli et al., 

2002; Simon, 2002; Muscoli, Cuzzocrea et al., 2003). 

A SOD1 bovina era comumente usada em terapias antioxidantes, mas provocava pro-

blemas imunológicos devido à sua origem não humana. Por isso, recentemente se tem mos-

trado muito interesse no desenvolvimento de miméticos funcionais da enzima como possíveis 

substitutos, visto que compostos de menor peso molecular superariam algumas limitações 

associada ao uso da SOD1 de origem animal (Doctrow, Huffman et al., 2002; Muscoli, Cuz-

zocrea et al., 2003). Além disso, miméticos da SOD não devem reagir com H2O2, produto da 

dismutação do superóxido (Esquema II), e é necessário que o metal complexado seja estável 

e atóxico. Dessa forma, manganês é visto como a melhor escolha, já que possui menor toxici-

dade e reatividade com peróxido de hidrogênio, quando comparado a cobre e ferro (Roat-

Malone, 2002a), pois sabe-se que estes metais catalizam reações do tipo Fenton, gerando ra-
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dical hidroxila. Observa-se, então, mais uma vantagem do uso de miméticos compostos por 

Mn(III) – sítio ativo da SOD2 – sobre a SOD1 bovina, cujo sítio ativo é Cu/Zn. 

 

2 + H
+

2O 2 2O + OH2 2
     (Esquema II) 

 

Dentre os principais miméticos funcionais da SOD estão os complexos de Mn(III) com 

derivados de N,N’-bis(salicilaldeído)etilenodiamina (salen) (Figura 4), da família EUK (Doc-

trow, Huffman et al., 2002). Esses compostos recebem a nomenclatura EUK-n, onde n é o 

número sequencial da empresa fabricante, a Eukarion (Arndt, 2009a), e apresentam boa efici-

ência como miméticos funcionais da SOD em modelos animais de desordens neurológicas 

(Roat-Malone, 2002b). Muitos desses complexos também mimetizam a ação da catalase, 

principalmente aqueles com grupos alcoxila nas posições R1 e R3 (Figura 4) (Doctrow, 

Huffman et al., 2002). 
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Composto R1 R2 R3 R4 X 

EUK8 H H H H Cl 

EUK108 H H H H OAc 

EUK122 F H H H Cl 

EUK121 F H H H OAc 

EUK15 H H OMe H Cl 

EUK123 H H OMe H OAc 

EUK134 OMe H H H Cl 
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EUK113 OMe H H H OAc 

EUK124 H OMe H OMe Cl 

EUK118 H OMe H OMe OAc 

EUK115 H OMe H H Cl 

EUK114 H OMe H H OAc 

EUK160 OME H OMe H OAc 

EUK189 OEt H H H OAc 

 

Figura 4. Fórmula geral dos complexos com ligante do tipo salen, onde M = Mn. (Doctrow, Huffman et al., 2002) 

 

Alguns complexos de metais de transição com o ligante salen se ligam ao DNA pro-

movendo sua cisão, tendo potencial atividade antitumoral (Routier, Cotelle et al., 1996; Liu, 

Liao et al., 2002; Verquin, Fontaine et al., 2004). Vale mencionar ainda que, por causa da sua 

atividade antioxidante, compostos de Mn-salen são possíveis metalofármacos para terapia em 

casos onde a oncogênese é disparada por processos oxidativos (Doctrow, Huffman et al., 

2002). 

Entretanto, como os compostos de Mn(III)-salen não são seletivos no sequestro de es-

pécies reativas, em presença de peróxido de hidrogênio (Esquema III) (Verquin, Fontaine et 

al., 2004), peroxinitrito e/ou ClO4
- o complexo é oxidado a Mn(V)-oxo-salen, um potente 

oxidante que rapidamente transforma NO em NO2 e NO2
- em NO3

-  (Muscoli, Cuzzocrea et 

al., 2003). Assim, existe uma preocupação com a capacidade pró-oxidante desses complexos. 

 

+ OH2 2Mn(III) + OH2

+ OH2 2 Mn(III) + OH2 + O2

[Mn(V)O]
2-

[Mn(V)O]
2-

    (Esquema III) 
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1.3 Toxicidade do Manganês 

Embora seja um elemento essencial, existe uma preocupação com os potenciais efeitos 

neurotóxicos, v. p. ex.(Yokel, 2006), associados à exposição a excessivos níveis de manganês 

(Ljung e Vahter, 2007; Menezes-Filho, Paes et al., 2009; Menezes, Bouchard et al., 2009). 

Sua principal rota de absorção é através do trato gastrintestinal (Aschner e Aschner, 1991), 

porém a intoxicação por via oral é rara, pois o manganês é submetido à regulação homeostáti-

ca no fígado (Benedetto, Au et al., 2009; Boyes, 2010). A importância do fígado na homeos-

tase do manganês foi ressaltada pela observação de pacientes com cirrose, os quais acumula-

vam níveis anormais de manganês no cérebro (Winder, Salmon et al., 2009), de onde é elimi-

nado muito mais lentamente do que no resto do corpo (Nowak, Bojanek et al., 2010). 

O manganês também pode ser absorvido pela circulação pulmonar (circulação sangüí-

nea que oxigena as células pulmonares), quando presente em material particulado, e daí segue 

à circulação sistêmica (circulação sangüínea que oxigena as células dos demais tecidos corpo-

rais) (Saric e Lucchini, 2007). Nesse caso, pode ser levado do pulmão diretamente para o cé-

rebro, sem que haja homeostase, resultando em acúmulo e dano em áreas específicas desse 

órgão(Benedetto, Au et al., 2009; Nong, Taylor et al., 2009; Winder, Salmon et al., 2009; 

Boyes, 2010), provocando uma síndrome conhecida como manganismo, cujos sintomas são 

semelhantes aos observados em indivíduos que sofrem da doença de Parkinson (PD). No pri-

meiro estágio do manganismo, sintomas como dores de cabeça, hipersonia, psicose, irritabili-

dade, anorexia e apatia começam a aparecer. À medida que a doença progride, distúrbios de 

memória, atenção e concentração se manifestam, e, por fim, aparecem as deficiências moto-

ras, tais como rigidez muscular, distonia e bradicinesia (Khalid, Aoun et al., 2011). 

Estudos sugerem que a concentração de Mn no cérebro é maior no gânglio basal, em 

especial na substância negra, mesma região afetada na PD (Gunter, Gerstner et al., 2010; 

Ordoñez-Librado, Anaya-Martinez et al., 2010). É importante ressaltar que, mesmo sendo 
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hereditária em grande parte dos casos, PD também pode ser adquirida em função da exposição 

a contaminantes ambientais, dentre os quais Mn aparece como um forte candidato (Benedetto, 

Au et al., 2009), haja vista o fato de que essa doença acomete pessoas expostas a excesso de 

Mn, incluindo mineradores e usuários de fungicidas, como o Maneb® e Mancozeb®. 

Os mecanismos de aquisição e transporte de Mn pela barreira hematoencefálica (BHE) 

não são totalmente compreendidos, em função da baixa concentração desse elemento nos te-

cidos (menor que 1 mg.g-1) (Brown, 2006). Porém, supõe-se que quando o metal está em sua 

forma livre, Mn2+, ou ligado a alguns transportadores específicos, como transferrina (Tf), ou o 

transportador de metal divalente (DMT-1), ele tenha maior facilidade em cruzar essa barreira 

(Figura 5). O manganês também pode atravessar a BHE complexado com citrato ou por regi-

ões não intactas da barreira (canais de escape). Evidências recentes implicam o papel de pro-

teínas transportadoras da família ZIP no transporte de Mn, embora ainda não tenha sido de-

terminada sua funcionalidade na BHE. Proteínas da família ZIP são comumente encontradas 

como transportadoras de metais divalentes; a ZIP8, em especial, mostrou ter bastante afinida-

de por Mn (Aschner, Guilarte et al., 2007). 
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Figura 5.  Mecanismos de transporte de manganês através da barreira hemato-encefálica para níveis fisiológicos de 

Mn(II) e Mn(III). O tamanho das setas está relacionado à importância relativa de cada transportador. Observa-se 

maior captação de Mn(II) que Mn(III), especialmente pela proteína DMT-1. Albumina não consegue atravessar a 

BHE devido ao seu tamanho. (Aschner, Guilarte et al., 2007). 

 

Embora haja mais transportadores para Mn(II), maiores concentrações de Mn(III) são 

acumuladas no cérebro (Figura 6). Além disso, exposição a Mn(III) causa maior efeito à ho-

meostase do ferro que Mn(II), sugerindo que a toxicidade também varia conforme a especia-

ção do Mn (Reaney, Bench et al., 2006). 
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Figura 6. Concentração de Mn(II) (A) e de Mn(III) (B) no cérebro (GP = globo pálido; Str = estriato; Th = Tálamo; 

Cx = Córtex). Em ambos os gráficos, as diferenças entre as doses de Mn são extremamente significantes, mas não 

entre e as regiões do cérebro.(Reaney, Bench et al., 2006). 

 

Um estudo comparou as concentrações dessas duas espécies de manganês no sangue e 

no cérebro, concluindo que Mn(III) de fato se acumula mais no cérebro que Mn(II) (Figura 7) 

(Reaney, Bench et al., 2006). 

 

 

Figura 7. [Mn] no sangue x [Mn] no cérebro. Foi calculada a média da [Mn] no cérebro com base nas concentrações 

encontradas nas diferentes áreas deste órgão. Mn(II) é representado pelo triângulo invertido e Mn(III) pelo quadra-

do.(Reaney, Bench et al., 2006). 
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A toxicidade do Mn(III) pode estar associada ao seu potencial de atuar como pró-

oxidante, por exemplo, oxidando o ascorbato para o radical ascorbila, espécie bastante reativa 

capaz de promover danos oxidativos, ou como metal ativo em uma reação de Fenton. Já o 

Mn2+ é capaz de catalisar a dismutação do O2
.- para H2O2, de acordo com os ligantes presentes 

(por exemplo, polifosfatos), podendo gerar como produto final Mn3+ na ausência de mais su-

peróxido no meio (Esquema IV) (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

Mn
2++ O2 MnO2

+

MnO2
+
+ O2 + H

+
2 Mn

2+ + H2O2 + O2

MnO2
+

H
+

2+ Mn
3+ + H2O2

   (Esquema IV) 

 

A enzima MnSOD atua com um mecanismo similar, mas o centro ativo da enzima 

contém o íon Mn3+ (Esquema V): 

 

Mn
3++ O2

+ O2 + H
+

2 Mn
3+ + H2O2

Mn
2+ + O2

Mn
2+

    (Esquema V) 

 

Os mecanismos de toxicidade do manganês não são bem conhecidos, mas sabe-se que 

tanto Mn(II) quanto Mn(III) são capazes de reagir com compostos carbonílicos contendo ami-

nas como grupos funcionais, e, por isso, induzir auto-oxidação da dopamina (DA) (Figura 8), 

o que pode explicar a seletividade deste metal para neurônios dopaminérgicos (Benedetto, Au 

et al., 2009), os quais são mais vulneráveis ao estresse oxidativo devido à sua baixa capacida-

de antioxidante, já que possuem baixos níveis de glutationa (Fang Zhao, Tongjian Cai et al., 

2009). No que se refere a danos causados ao sistema dopaminérgico, verificou-se ainda que 
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Mn provoca perda de tirosina hidroxilase (TH) (Fang Zhao, Tongjian Cai et al., 2009; 

Ordoñez-Librado, Anaya-Martinez et al., 2010), enzima responsável pela transformação da 

tirosina (Tyr) em L-DOPA, precursor da dopamina. Há vários relatos sobre possível interação 

entre Mn e um produto da oxidação da DA, a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Figura 8), su-

gerindo que Mn intensifica o efeito neurotóxico deste composto. A 6-OHDA é acumulada nos 

nervos dopaminérgicos com auxílio da proteína transportadora de DA, e, depois, produz espé-

cies radicalares de oxigênio, as quais induzem danos aos neurônios dopaminérgicos (Nowak, 

Bojanek et al., 2010). Outros estudos mostraram a variação nos níveis do receptor de DA D2 

em células tratadas com manganês, mas algumas pesquisas resultaram em aumento da con-

centração do receptor, enquanto que em outras, diminuição (Khalid, Aoun et al., 2011). O 

trabalho de Khalid et al. mostra efeito no transporte da dopamina provocado pelo MnCl2, a-

lém da não existência da relação tempo-dependente dos danos sobre DA e exposição sub-

aguda ao Mn, mas, 7 dias após a exposição, os níveis de DA diminuíram significativamente 

(Khalid, Aoun et al., 2011). Zhao sugere que efeitos do Mn sobre o sistema dopaminérgico 

ocorrem via ativação da microglia, célula responsável pela defesa do sistema nervoso. A con-

centração de microglia na substância negra é quatro vezes e meia maior que no resto do cére-

bro, daí a maior vulnerabilidade dessa região (Fang Zhao, Tongjian Cai et al., 2009). 
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Oxidação da DA por Mn(III) 

 

 

 

Auto-oxidação da DA catalisada por Mn(III) 

Iniciação: 

 

 

 

Propagação: 

 

 

Terminação: 

 

 

Figura 8. Estrutura da dopamina (A) e da quinona formada a partir da sua oxidação (B), seguida dos possíveis meca-

nismos para formação de B. 

 

Dentre outros mecanismos propostos, um dos mais discutidos é o aumento da ativida-

de da caspase-3 de forma dose-dependente em células tratadas com espécies de manganês, 

sugerindo indução de apoptose, ocorrendo ainda diminuição na concentração de glutationa 

(GSH) e de outros tióis, com conseqüente aumento da quantidade de espécies reativas de oxi-

gênio (ROS) nas células estudadas (Park e Park, 2010). Há ainda a hipótese de inibição da 

síntese de ATP (Gunter, Gerstner et al., 2010; Ordoñez-Librado, Anaya-Martinez et al., 2010; 

Santos, Milatovic et al., 2010), afetando enzimas responsáveis por sinais excitatórios e inibi-

tórios no gânglio basal e levando à interrupção das funções normais. De fato, foi constatado 

que o manganês afeta a produção de ATP via fosforilação oxidativa por inibição de vários 

sítios, principalmente os de Ca2+ (Gunter, Gerstner et al., 2010). 
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Os efeitos da toxicidade do manganês são considerados irreversíveis, podendo conti-

nuar progredindo mesmo após interrupção da exposição ao metal (Nong, Taylor et al., 2009; 

Gunter, Gerstner et al., 2010). Entretanto, um estudo feito com trabalhadores de minas mos-

trou que, após cessar a exposição, houve melhora na coordenação motora, ainda que a firmeza 

da mão e o tempo de resposta visual tenham permanecido afetados (Nong, Taylor et al., 

2009). 

Baseando-se nas informações de toxicidade de manganês, as agências governamentais 

estipulam valores limites a que podemos estar expostos. Em água potável, a Organização 

Mundial de Saúde considera o limite de 0,5 mg/L de manganês suficiente para proteger a saú-

de humana (Who, 2006), a Agência de Proteção Ambiental dos EUA estipula o valor de 

0,05mg/L (Us-Epa, 2003), enquanto o Ministério da Saúde brasileiro estipula o limite de 0,1 

mg/L (Saúde, 2004).  

 

1.4 Tratamento da toxicidade do Mn  

Ácido p-aminosalicílico (PASH) (Figura 9) é considerado um potencial agente que-

lante para o manganês devido aos seus grupos hidroxila e carboxila, excelentes ligantes para o 

metal. Seu sucesso clínico em dois casos de manganismo foi relatado pela primeira vez por 

Ky e colaboradores em 1992, e quando administrado em animais intoxicados por manganês, o 

quelante mobilizou o metal e aumentou suas concentrações excretadas nas fezes (Nelson, 

Huggins et al., 2010). É um fármaco bem conhecido, administrado há muitos anos como me-

dicamento para tuberculose, mas seu mecanismo de ação contra o manganês não é bem co-

nhecido, pois há dúvidas se ele atua como antiinflamatório ou como agente quelante (Loughe-

ed, Taylor et al., 2009; Nelson, Huggins et al., 2010; Hong, Jiang et al., 2011; Yoon, Lee et 

al., 2011). 
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O OH

OH

NH2  

Figura 9. Estrutura do ácido p-aminosalicílico. Seus grupos hidroxila e carboxila 

são considerados excelentes ligantes para manganês. 

 

Um estudo comparou a ação do PASH com EDTA e ácido acetilsalicílico (AAS) na 

inibição dos efeitos do manganês sobre o sistema dopaminérgico. Os efeitos do PASH foram 

mais semelhantes àqueles observados com o EDTA do que aos verificados com AAS, conclu-

indo assim que o p-aminosalicilato age como quelante (Nelson, Huggins et al., 2010; Hong, 

Jiang et al., 2011). 

Pesquisas feitas por Hong e colaboradores mostraram que, uma vez na corrente san-

guínea, o PASH é rapidamente eliminado do plasma e entra no fluido cerebrospinal (CSF), 

cerebelo e tálamo. A maioria das moléculas do ácido permanece na forma livre, tanto no 

plasma quanto no cérebro. Depois, o quelante é metabolizado, convertido em ácido N-acetil-

p-aminosalicílico (N-AcPASH), o qual pode ser um quelante melhor para manganês devido ao 

grupo carboxílico a mais na estrutura e alcança concentrações no cérebro maiores que o pró-

prio PASH, possivelmente por ser mais lipofílico e conseguir atravessar por difusão a BHE 

mais facilmente. As concentrações de ácido p-aminosalicílico e de seu metabólito mostraram 

associação com sua eficácia contra manganês, ou seja, elevados níveis de PASH no plasma se 

mostraram mais eficientes no tratamento contra intoxicação por manganês, pois, devido ao 

baixo tempo de meia vida do ligante no organismo, em baixas concentrações não há PASH 
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suficiente para atravessar a BHE e alcançar as regiões afetadas do cérebro (Hong, Jiang et al., 

2011). 

Todavia, deve-se ressaltar que a maioria dos estudos foram feitos com sais simples de 

Mn(II) e pouco se sabe sobre a ação do PAS em espécies de Mn(III). 

 

1.5 Marcadores de danos oxidativos 

A maioria dos mecanismos propostos para a neurotoxicidade do manganês envolve o-

xidação de biomoléculas e, portanto, é importante mencionar os principais marcadores desse 

efeito no organismo. Por exemplo, espécies oxidantes podem promover alterações na estrutura 

de muitas biomoléculas, como é o caso da carbonilação de proteínas. Assim, a determinação 

dos níveis de carbonila é usada como índice de extensão do dano oxidativo nessas macromo-

léculas (Pirinccioglu, Gokalp et al., 2010). A carbonilação de proteínas é definida como uma 

modificação não enzimática e irreversível da proteína que envolve a introdução de grupos 

carbonílicos em sua estrutura induzida por estresse oxidativo (Baltacioglu, Akalin et al., 

2008). Os mecanismos responsáveis por isso não estão totalmente esclarecidos, mas podem-se 

citar quatro vias diferentes, dentre as quais a principal seria a oxidação direta das cadeias late-

rais de lisina, treonina, arginina e prolina. Outras possibilidades incluem a glicação não enzi-

mática na presença de açúcares redutores, a quebra oxidativa da cadeia peptídica via α-

amidação ou pela oxidação de glutamila nas cadeias laterais, e ligação covalente de compos-

tos carbonílicos não protéicos (Mario, 2011). 

Mudanças em estrutura de proteínas também ocorrem quando dois resíduos do mesmo 

aminoácido se ligam covalentemente, produzindo o seu dímero. É o caso da tirosina (Figura 

10), cujos grupos fenólicos podem sofrer ataque de espécies oxidantes, formando a ditirosina 

(diTyr) (Figura 10), um excelente biomarcador de estresse oxidativo (Ueno, Horio et al., 

2002). 
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Figura 10.  Estruturas da tirosina (A) e da ditirosina (B). 

 

A primeira etapa para a dimerização da tirosina envolve a formação do radical tirosila, 

e o potencial de redução positivo do par TyrO./TyrOH (+0,88 V – SHE) indica que é necessá-

rio espécies altamente oxidantes para que a reação seja termodinamicamente favorável. Uma 

vez formada a espécie radicalar por abstração de um hidrogênio da tirosina, duas tirosilas se 

combinam, formando um dímero, e sofrem isomerização (transformando o grupo carboxílico 

em fenol), produzindo a ditirosina (Esquema VI) (Giulivi, Traaseth et al., 2003). A abstração 

de hidrogênio pode ser feita por espécies como radical hidroxila, peroxinitrito, ou outras espé-

cies radicalares. Os radicais tirosila resultantes se unem por ligação intermolecular (formada 

pelos elétrons desemparelhados de cada espécie), e por fim, um equilíbrio entre as espécies 

cetona e fenol no anel aromático (a isomerização) resulta na ditirosina. 
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          (Esquema VI) 

 

 

Outro método bastante utilizado para verificar se um composto é capaz de provocar 

estresse oxidativo é o teste com sondas fluorescentes, como a dihidrorodamina 123 (DHR) 

(Figura 11), que é pouco seletiva para espécies reativas formadas no meio (Glebska e Koppe-

nol, 2003; Wrona, Patel et al., 2005), e, portanto, facilmente oxidada para o fluoróforo roda-

mina 123 (Figura 11) (Wilhelm, Vytášek et al., 2009). Outros trabalhos demonstraram que a 
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DHR é convertida em sua forma fluorescente de maneira tempo-dependente sob ação de espé-

cies oxidantes (Espósito, Breuer et al., 2002). Dessa forma, é possível acompanhar a oxidação 

da sonda acompanhando a emissão de fluorescência em função do tempo. 

 

 

A

NH2

NH2

O

O

O

CH3
                       B NH2

NH

O O

O

CH3

 

Figura 11. Estruturas da DHR (A) e de seu produto fluorescente de oxidação, a Rodamina (B). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Gerais 

Testes de neurotoxicidade e de avaliação de riscos bioquímicos por estresse oxidativo 

iniciados por manganês são normalmente realizados utilizando-se sais simples de Mn(II), co-

mo MnCl2 ou MnSO4, por exemplo(Migheli, Godani et al., 1999; Serra, Esposito et al., 2000), 

o que não permite avaliar o efeito de espécies complexas bem definidas do metal, ou ainda o 

efeito das espécies da forma trivalente redox-ativa, Mn(III). Portanto, neste projeto, sugere-se 

colaborar para o preenchimento dessa lacuna. Ademais, conforme foi discutido, citrato é um 

dos principais transportadores de manganês através da BHE, e miméticos da SOD2 com li-

gante salen podem reagir com H2O2 e formar espécies oxidantes fortes, o que torna interessan-

te o estudo de complexos de Mn(III) com tais ligantes. 

 

2.2 Específicos 

A. Síntese de complexos de Mn(III) com bases de Schiff, citrato e pirofosfato. 

B. Estudo da ação pró-oxidante desses complexos em função da concentração de peróxi-

do de hidrogênio através da sonda fluorimétrica 1, 2, 3-dihidrorodamina. 

C. Estudo da ação pró-oxidante sobre tirosina, dopamina e albumina bovina em função da 

concentração de peróxido de hidrogênio. 

D. Estudo da citotoxicidade frente a linhagens de células em condição de estresse, e veri-

ficação do efeito de um quelantes (PAS) e de um antioxidante (ascorbato). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Materiais 

3.1.1 Solventes e Reagentes 

Etanol (P.A. Merck, 99,8 %); éter etílico (Aldrich, 99 %); citrato de sódio tribásico 

(P.A. Cromoline química fina, 99 %); pirofosfato de sódio decahidratado (Sigma-Aldrich, 

99%); acetato de manganês(II) tetrahidratado (P.A. Vetec, 99,5 %); acetato de Mn(III) dihi-

dratado (Aldrich, 97 %); cloreto de potássio (P.A. Cromoline Química Fina, 99 %); chelex 

100 forma sódica (Sigma-Aldrich); acetona (P.A. Synth, 99,5 %); sílica-gel azul (P.A. Synth); 

L-tirosina (Sigma-Aldrich, 98 %); peróxido de hidrogênio (P.A. Vetec, 30 %); HEPES sodi-

um salt (Sigma, 99,5 % tritation); DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s 

Nutrient Mixture F12, Sigma-Aldrich); NaCl (Aldrich, 98 %); DMSO (Synth, P. A.); tripsina 

(GIBCO); soro fetal bovino (Cultilab); formaldeído (Cromoline Química fina, P. A. 37 %); 

hidróxido de sódio (pellets, Sigma-Aldrich, 99,99 %); NaHCO3 (Aldrich, 99,5 %); ácido p-

aminobenzóico (Aldrich, 99 %); L-glutamina (Sigma, 99 %); albumina bovina (sigma-

Aldrich, 98 %); Na2HPO4.2H2O (BioUltra, Sigma-Aldrich, 99 %); NaH2PO4.H2O (Sigma-

Aldrich, ACS 98 %); HCl (Sigma, 36,5 – 38 %); CaCl2 (Sigma-Aldrich, 93 %); KH2PO4 

(Sigma-Aldrich, ACS 98 %); MgSO4 (cell culture tested, Sigma); Glicose (Aldrich, 96 %); 

K3PO4 (Aldrich, 97 %); cloridrato de guanidina (Sigma-Aldrich); acetato de etila (Mallinkrodt 

chemicals); 2,4-dinitofenilhidrazina (Aldrich, 97 %); ácido tricloroacético (Aldrich, 99 %); N-

etilmaleimida (Aldrich, 98 %); p-aminosalicilato de sódio (Aldrich); dihidrorodamina 123 

(Sigma-Aldrich, 95 %); ácido ascórbico (Cromoline Química Fina, 99 %); dopamina (Aldri-

ch) e luminol (Aldrich, 97 %) foram usados como recebidos.  O tampão HBS (HEPES 20 

mM; NaCl 150 mM; pH 7,4) foi tratado com Chelex (1 g/100 mL), e foi usado como solvente 

em todas as soluções neutras durante os experimentos. Soluções ácidas e básicas foram prepa-

radas em água destilada. Em alguns testes foi utilizada uma solução de tampão citossólico, 
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para que houvesse maior semelhança com o meio fisiológico. Tal solução continha 5 mL da 

seguinte composição: KCl 100 mM; Na2HPO4.12H2O 5 mM; ATP-Na 2 mM; HEPES 10 

mM; CaCl2 1 µM; MgSO4 1 mM e aminoácidos não-essenciais. Este último é composto por 

L-alanina 890 mg/L, L-asparagina 1.321 mg/L, L-ácido aspártico 1.330 mg/L, L-ácido glutâ-

mico 1.470 mg/L, glicina 750 mg/L, L-prolina 1.150 mg/L, e serina 1.050 mg/L. No momento 

de uso, a essa solução acrescentava-se GHS (concentração final 5mM) e ascorbato de sódio 

(concentração final 50 µM), com pH ajustado para 7,2. 

 

3.1.2 Equipamentos e outros materiais 

• Toda a água utilizada nos experimentos foi purificada em um aparelho NANOpure 

UV, Barnstead/Thermolyne. 

• Para soluções que deveriam ser filtradas fez-se uso de membranas Durapore (diâmetro 

do poro 0,45 µm), da Millipore.  

• Espectros de FTIR foram registrados num espectrofotômetro Bomem MB100, em pas-

tilhas de KBr, os de UV-vis em um Shimadzu UV-1700. 

• As concentrações de Mn(III) nas soluções foram verificadas por medidas de absorção 

atômica em um equipamento com forno de grafite Shimadzu AA6300.Os espectros de 

fluorescência (excitação e emissão) foram obtidos a temperatura ambiente em um es-

pectrofluorímetro SPEX–FLUOROLOG2 (controlado pelo programa computacional 

DM3000F) com monocromadores duplos SPEX 1680 utilizando uma lâmpada de Xe-

nônio de 450 W como fonte de excitação. Os dados espectrais foram coletados em um 

ângulo de 22,5° (face frontal) e as fendas de excitação e de emissão foram utilizadas 

com aberturas entre 0,1 e 2,0 mm. 

• Quando necessário evaporar solventes, foi utilizado um rota-evaporador Buchi, mode-

lo R-210. 
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• O acompanhamento de viabilidade celular pelo método do MTT (v. abaixo) foi feito 

colorimetricamente em microplacas de 96 poços no equipamento Infinite M2000 (Te-

can). 

• Camundongos retirados do biotério com sete dias de vida foram eutanasiados para 

preparação da cultura primária de células de neurônios. A eutanásia foi realizada pelo 

aluno de pós-doutorado Raul Hernández, do laboratório da profª Nadja Lardner. 

• Leituras de fluorescência em microplacas foram feitas em um leitor BMG Fluorstar 

OPTIMA. 

• Para leituras de luminescência foi usado um luminômetro de microplacas Tecan Infini-

te M200. 

• Quando necessário, centrifugações foram conduzidas em uma centrífuga Minispin 

Plus, da Eppendorf. 

• Células  HeLa foram plaqueadas em placas multiwell de 12 poços da Hexis, enquanto 

que, para as culturas de neurônios e os demais experimento feitos em multiwell utili-

zou-se microplacas com 96 poços TestPlatte 96F da Zellkultur. 

• Soluções usadas nos experimentos com cultura de células foram esterilizadas com fil-

tros para seringa Sartorius Biotec. 

• Células incubadas ficaram em uma estufa Sanyo Scientific CO2 Incubator. 

• Na contagem de células foi usado um microscópio Olympus IX51. 

• Quando necessário, análises estatísticas foram feitas pelo software SigmaStat, versão 

3.5, todas pelo método One Way ANOVA. 
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3.2 Métodos 

3.2.1 Síntese e caracterização dos complexos 

3.2.5.3 Citrato de Mn(III) (MnCit) 

MnCit foi preparado conforme em (Parker, Sposito et al., 2004), misturando 10 mL  

de citrato de sódio 10 mM em tampão HBS com  2,7 mg (1.10-5 mmol) de acetato de manga-

nês(III). A mistura foi agitada até obter-se coloração amarelada, característica do MnCit(aq). A 

reação de complexação ocorre conforme o Esquema VII, onde L representa o citrato (ligan-

te), que foi adicionado em proporção 10:1 em relação ao Mn3+. A solução resultante foi sub-

metida à medida de absorção no UV-vis para caracterização do complexo formado através do 

seu λmax (430 nm; Figura A1 – Anexo I), coerente com dados da literatura (Klewicki e Mor-

gan, 1998). A concentração das soluções-estoque (10 mM) foi confirmada através de medidas 

de absorção atômica. 

+ 10 L Mn(III)L + 9 L +Mn(OAC)3 3OAC
-

  (Esquema VII) 

 

3.2.5.3 Pirofosfato de Mn(III) (MnPPi) 

Da mesma forma que o MnCit, o sal sódico do ligante foi misturado com Mn(OAc)3. 

2,7 mg (1.10-5 mmol) de acetato de manganês(III) foi acrescentado a 10 mL de uma solução 

de pirofosfato de sódio 10 mM em tampão HBS. A mistura foi agitada até obter-se coloração 

rosada, própria do complexo desejado quando dissolvido em água. Este complexo também foi 

caracterizado através da medida de absorção, apresentando λmax = 474 nm (Figura A2 – Ane-

xo I), valor dentro de uma faixa aceitável em relação ao fornecido pela literatura (Klewicki e 

Morgan, 1998). A reação se dá como no Esquema VII, onde L é o pirofosfato, cuja quantida-

de usada foi o 10 vezes aquela de Mn(OAc)3 a fim de garantir um bom rendimento da reação. 
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Medidas de absorção atômica para avaliar concentração de Mn(III) dos estoques tiveram re-

sultados satisfatórios. 

 

3.2.5.3 Salicilenodiamina de Mn(III) (EUK8) 

A síntese do complexo EUK8 foi realizada conforme descrito por Boucher (L.J, 1974) 

e mostrado no Esquema VIII. 

 

EtOH/Et2O

~ 90 ºC; 3 h

 

 

KCl(aq)

 

(Esquema IX) 

 

Partiu-se de 1,07 g (4 mmol) do ligante salen dissolvido em uma mistura de etanol e 

éter etílico 1:1 (v/v) e 1,40 g (8 mmol) de acetato de Mn(II) e obteve-se 775 mg (rendimento 

de 54,35 %) de um sólido marrom bem escuro, que foi analisado por espectroscopia UV-vis e 

FT-IR com resultados coerentes com os fornecidos pela literatura (Figura A3 – Anexo I) 

(Arndt, 2009b). O primeiro foi obtido de uma solução 33 µM do complexo em etanol, já o 

espectro no infravermelho foi feito a partir do sólido em pastilha de KBr.  

Durante os experimentos foi usado EUK8 preparado anteriormente em outro trabalho 

envolvendo estudo de Mn(III), cuja análise elementar indicando que o sólido em questão era o 

EUK8 segue no Anexo I (Tabela A1). 
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3.2.2 Lipofilicidade dos complexos 

A lipofilicidade de um composto é importante na interpretação da capacidade deste em 

se acumular no organismo, e pode ser expressa através do coeficiente de partição n-

octanol/água (P), determinado através da razão entre as concentrações da susbstância no n-

octanol (Co) e na água (Cw) (Esquema IX). 

 

   (Esquema IX) 

 

Assim, na intenção de deduzir se os complexos estudados são lipo ou hidrofílicos, fo-

ram determinados experimentalmente os valores de P de cada espécie pelo método Shake 

Flask, descrito no OECD Guidelines for the Test of Chemicals. Contudo, dado que os com-

plexos apresentam elevada solubilidade em água, foram analisadas somente as fases aquosas 

das amostras, que eram três para cada composto de Mn(III) com diferentes proporções n-

octanol/água (1,0:1,0; 1,0:0,5 e 0,5:1,0) feitas em duplicata.  Considerando a equação de 

Lambert-Beer, assume-se que P pode ser calculado através da razão entre as absorbâncias das 

duas fases (Ao/Aw). Ao denominar-se a solução aquosa inicial como As, a equação utilizada na 

determinação de P será: 

 

     (Esquema X) 
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3.2.3 Estabilidade dos complexos frente aos p-aminosalicilato de sódio (NaPAS) 

Soluções 1 mM de EUK8 e 5 mM dos demais complexos em HBS isento de ferro fo-

ram misturadas com p-aminosalicilato (PAS) em proporções molares 1 : 1 e tiveram seus es-

pectros de de absorbância medidos durante 2 h a fim de verificar se haveria degradação das 

espécies. 

Para avaliar o mesmo efeito em meio mais similar ao fisiológico o mesmo teste foi 

realizado em tampão citossólico, na ausência e na presença do quelante. 

 

3.2.4 Capacidade pró-oxidante dos complexos 

Soluções 1 mM dos complexos em HBS foram diluídas até obter-se amostras com 

concentração variando entre 0 – 100 µM. Destas, 20 µL foram acrescentados a três grupos 

com 180 µL de dihidrorodamina 50 µM. O primeiro grupo era a DHR pura, o segundo conti-

nha H2O2 50 µM e o terceiro, ascorbato 40 µM. A intensidade de fluorescência de cada amos-

tra foi medida por 2 h com λexc/λemis = 485/515 nm. 

O teste também foi feito com os precursores dos complexos, nas mesmas concentra-

ções usadas anteriormente, a fim de verificar a influência dos íons ligantes livres nos resulta-

dos. 

O procedimento foi repetido depois com as soluções de DHR e de DHR com peróxido 

na presença de PAS 0 – 500 µM, fixando-se a concentração dos complexos em 10 µM. 

Todos os testes foram repetidos duas vezes, mas em dias diferentes, e, portanto, em 

condições ambientais diferentes, o que impossibilita análises estatísticas. Contudo, os resulta-

dos apresentaram as mesmas tendências, sugerindo coerência nos mesmos. 
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3.2.5 Danos oxidativos sobre biomoléculas 

3.2.5.1 Tirosina 

Foram preparadas seis soluções de tirosina 1,0 mM em 5 mL tampão HBS (pH = 7,4). 

A três destas os complexos foram adicionados em quantidade tal que a concentração final 

também fosse 1,0 mM. Às demais, além dos complexos, acrescentou-se peróxido de hidrogê-

nio para verificar seu efeito pró-oxidante, atingindo uma proporção molar de 1:1:1 (tirosi-

na:complexo:peróxido) em solução. 

Concomitantemente obteve-se o produto de oxidação da tirosina, a ditirosina, confor-

me descrito por (Lee, Hwang et al., 2008), tratando-se uma solução 1,0 mM de tirosina com 

Mn(OAc)3 em igual quantidade. A mistura ficou sob agitação à temperatura ambiente por 30 

min, sendo filtrada em seguida para separar o excesso de sal não reagido. O filtrado foi reser-

vado para análise. 

Em seguida, preparou-se uma solução 1,0 mM de tirosina com o fim de analisá-la jun-

to com a de seu dímero e avaliar a melhor forma de identificá-las sem confundi-las, visto que 

o espectro de emissão de fluorescência de ambas apresenta máximo por volta de 400 nm, sen-

do excitadas em diferentes comprimentos de onda dependendo do pH (Dimarco e Giulivi, 

2007). Verificou-se que em meio ácido é possível observar a banda de fluorescência da ditiro-

sina com maior nitidez, com pouca ou nenhuma excitação da tirosina. 

As soluções finais, obtidas após o tratamento com os complexos e/ou peróxido, foram, 

então, acidificadas até pH ≈ 2 e tiveram seus espectros de emissão medidos em um espectro-

fluorímetro, com excitação em 284 nm. 
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3.2.5.2 Albumina Bovina Sérica (BSA) 

Albumina é a proteína mais abundante no plasma, além de ser bastante solúvel em á-

gua (em pH ~ 7) (Restani, Ballabio et al., 2004). Tais características a tornam atraente para 

uso em experimentos com polipeptídeos em meio aquoso e neutro, e, por isso, ela foi escolhi-

da para testar a carboxilação de proteínas induzida pelas espécies de Mn(III) estudadas. Toda-

via, essa macromolécula é rica em resíduos de cisteína, um alvo facilmente oxidável e que 

poderia influenciar nos resultados do procedimento. Então, os grupos tióis desse aminoácido 

foram bloqueados conforme descrito por (Trindade, Cerchiaro et al., 2006)antes de misturar a 

proteína com os complexos. 

O teste foi realizado com dois grupos, o primeiro com a proteína in natura, e o outro 

com seus grupos SH protegidos, ambos em duplicata, na presença e ausência de peróxido. 

Para tanto, foram preparadas soluções 600 µM da proteína (bloqueada e não-bloqueada) em 

HBS com Chelex, às quais se acrescentaram soluções, também em HBS, de cada complexo e 

de peróxido, quando necessário, de forma que suas concentrações finais fossem 10 µM. Os 

controles foram as soluções com a proteína pura (para as amostras apenas com os complexos) 

e da proteína com H2O2 (para as amostras que, além de complexo, adicionou-se o peróxido). 

As misturas ficaram em banho-maria a 37 °C por 1 h, e a reação foi interrompida pela adição 

de ácido tricloroacético 20 % para precipitar a albumina, a qual foi separada por centrifugação 

(3 min; 11000 g) e posterior descarte do sobrenadante. Em seguida, a proteína foi tratada da 

forma descrita por (Fields e Dixon, 1971) para marcar os grupos carbonila com 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Esquema XI). 
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(Esquema XI) 

 

Por fim, mediu-se a absorbância de todas as soluções em 360 nm, e compararam-se as 

intensidades para verificar se houve aumento na quantidade de grupos C=O na BSA. 

 

3.2.5.3 Dopamina 

Para observar os danos provocados à DA pelas espécies de Mn(III) dois procedimen-

tos indiretos e um direto foram abordados. No primeiro, foi induzida reação entre a dopamina 

500 µM com os compostos de Mn (0 – 10 µM), incluindo MnSO4 dessa vez,  e mediram-se os 

produtos de oxidação com o auxílio de luminol 500 µM, de acordo com o trabalho de (Klege-

ris, Korkina et al., 1995). Como o estudo afirma que o produto medido é o H2O2, teoricamen-

te formado na reação de oxidação da dopamina, uma amostra do peróxido com a DA e lumi-

nol passou pelo mesmo tratamento. 

Outro método indireto implicava em misturar a dopamina 500 µM com os complexos 

e o Mn(II) 10 µM em presença de DHR variando de 0 a 20 µM, e medir a intensidade de fluo-

rescência por 2 h com λexc/λemis = 485/515 nm. 

No último teste, a mistura da DA 500 µM com os complexos e o sulfato (0 – 10 µM) 

foi submetida à leitura de intensidade de absorção em 350 nm durante 2 h. 
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3.2.6 Testes biológicos 

3.2.6.1 - Viabilidade de neurônios frente aos complexos 

No intuito de avaliar melhor a neurotoxicidade dos complexos estudados prepararam-

se culturas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de células neuronais gra-

nulares cerebelares (CGC) de filhotes de camundongo sete dias após o nascimento. Estes fo-

ram eutanasiados por decapitação a fim de evitar danos neuronais que prejudicassem a avalia-

ção dos resultados, e tiveram seu cerebelo removido para extração das CGC’s e preparação da 

cultura primária em meio DMEM. As células foram aderidas a placas com 96 poços e deixa-

das em estufa a 37 ºC e atmosfera 5 % CO2 por seis dias, quando os neurônios estariam madu-

ros. Depois disso, as culturas foram tratadas com os complexos de Mn(III) em concentração 

variando entre 0 e 300 µM. 

Para avaliação da viabilidade celular foram conduzidos ensaios com brometo de 3-(4, 

5-dimetiliazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazólio (MTT), que é reduzido a uma formazana colorida 

(λabs = 560 nm)  somente por células viáveis. 

Nesses ensaios foi realizado controle de morte celular com o tensoativo triton nos dois 

primeiros poços da placa, ficando na estufa por 30 minutos antes de serem tratadas com MTT. 

Após tratamento, as placas permaneceram na estufa por mais 1 h. As culturas com MTT tive-

ram sua absorção medida em 560 nm. 

Esse estudo foi feito em colaboração com o aluno de pós-doutorado Raul Hernández, 

do laboratório da profª Nadja Lardner. 
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3.2.6.2 - Viabilidade de células em situação de estresse frente aos complexos 

Células da cepa HeLa foram cultivadas em  placas com 12 poços em meio DMEM, de 

maneira a se obter densidade de 500 células/mL, e incubadas a 37 °C e 5 % CO2. Após três 

dias as culturas foram tratadas com MnCit, MnPPi e EUK 8 nas concentrações 3, 15, 30, 60 e 

100 mM, todas em duplicata, e incubadas novamente por mais três dias. Ao fim deste prazo, o 

meio foi trocado e as placas deixadas em estufa por quatro dias, sendo observadas periodica-

mente.  

Depois disso, eventuais impurezas foram removidas por lavagem com tampão fosfato-

salino (PBS), as células, fixadas com formaldeído por 5 min, quando foram novamente lava-

das com PBS. Por fim, as colônias foram coradas com violeta de cristal, possibilitando a con-

tagem. A partir desse teste, determinou-se EC50 de cada composto. 

As concentrações determinadas foram utilizadas nos tratamentos seguintes, feitos da 

mesma maneira já descrita, mas em três grupos: (i) não irradiado, (ii) irradiado com luz UV A 

(365 nm, dose 50 J/m2), (iii) irradiado com luz UV B (302 nm, dose 80 J/m2). Raios UV Fo-

ram escolhidos para estressar as células porque a radiação de alta energia absorvida por mole-

culas cromóforas pode produzir oxigênio singlet e espécies radicalares, desencadeando o es-

tresse oxidativo (Sinha e Hader, 2002). Ondas ultravioleta também conduzem alterações na 

sinalização celular, distorcendo a expressão gênica e induzindo apoptose (Bode e Dong, 

2003). 

Em cada plaqueamento havia triplicata de amostras sem adição de complexo, com 

MnCit 200 µM, com MnPPi 30 µM e EUK8 15 µM. Após o tratamento, as culturas ficaram 

incubadas por um período de 24 h, quando o meio foi trocado para retirar o excesso de radi-

cais livres, e as culturas deixadas em incubação novamente por 10 dias. Daí, foram coradas 

com violeta de cristal para efetuação da contagem de colônias. 
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O procedimento foi repetido com os precursores dos complexos, nas mesmas concen-

trações usadas anteriormente, a fim de verificar a influência dos íons ligantes livres nos resul-

tados. 

Por fim, fez-se mais dois plaqueamentos, um com a adição de ascorbato 40 µM, e ou-

tro com p-aminosalicilato de sódio 200 µM, na intenção de verificar possível recuperação do 

estresse oxidativo. Com o objetivo de comparar o efeito da mistura do ascorbato com as espé-

cies de Mn(III) em DMEM, acrescentou-se DHR 500 µM a misturas idênticas e sob as mes-

mas condições, medindo-se a emissão de fluorescência (λ exc = 485/λ emis = 515 nm) a cada 2 

min, por 2 h. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Lipofilicidade dos complexos 

Valores de log P (Tabela 1) expressam baixa lipofilicidade dos complexos, principal-

mente do citrato. O EUK8, possivelmente por causa dos anéis aromáticos de seus ligantes 

com maiores tendências a interações por forças de dispersão de London, possui menor hidro-

filicidade que os demais. De acordo com a referência utilizada para o procedimento experi-

mental, o método Shake Flask é válido para valores de log P variando entre -2 e 4, com desvio 

padrão de, no máximo, ± 0,30, e a temperatura não deve variar mais do que 1 ºC. Esta última 

foi mantida em 24 ºC, com variação imperceptível no termômetro, e, portanto, desprezível, e 

os dados estão dentro dos intervalos permitidos. Além disso, como não existem valores limi-

tes, negativo ou positivo, para solubilidades, as incertezas maiores que os valores brutos são 

estatisticamente admissíveis. Portanto, os resultados obtidos são aceitáveis. 

 

Tabela 1. Log P dos complexos. 

Complexos log P 

EUK 8 0,61 ± 0,15 

MnPPi 0,18 ± 0,30 

MnCit -0,47 ± 0.25 

 

 

4.2 Estabilidade dos complexos frente ao PAS 

Considerando a possível ação quelante do ácido p-aminosalicílico frente ao manganês, 

era conveniente avaliar a estabilidade dos complexos frente a este composto. Nesse sentido, 

misturas das espécies de Mn(III) em estudo com p-aminosalicilato de sódio foram observadas 

ao longo do tempo, tendo seu valores de absorção registrados nas primeiras 2 h. A diminuição 
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desses valores seria um indício de que os complexos estariam sujeitos a equilíbrio de troca de 

ligantes. 

Somente o MnCit mostrou rápida reação frente ao PAS, pois o MnPPi teve absorbân-

cia máxima (A máx.) pouco diminuída, e EUK8 mostrou A máx praticamente constante durante  

o tempo medido (Figura 12). Contudo, após 24 h, soluções com EUK8 e pirofosfato perde-

ram gradativamente suas cores e novas medidas de absorção no visível mostraram considerá-

vel diminuição (A máx. foram, respectivamente, 34 % e 60 % da radiação total), a solução do 

complexo com citrato estava incolor em 24 h. Tal descoloramento foi observado para as ou-

tras duas soluções de complexo, porém, em intervalo de tempo mais longo: 36 h para MnPPi e 

72 h para EUK8. 
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Figura 12. Medidas de absorbância dos complexos com PAS em proporção molar 1 : 1. 

 

 

Possivelmente ocorreu degradação dos complexos pelo PAS, porém, de forma mais 

lenta para o MnPPi e o EUK8. De fato, observando soluções dos três complexos ao longo do 

tempo, nota-se descoloração mais rápida naquelas contendo MnCit, e, em seguida nas de 
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MnPPi, o que corroborou hipóteses mostradas na literatura de que este último é o mais estável 

das duas espécies (Klewicki e Morgan, 1998). Não se observou descoloração da solução de 

EUK8 sem adição de outros compostos, o que corrobora dados da literatura comprovando sua 

estabilidade (Arndt, 2009a). Deve-se ressaltar que as soluções de MnCit e MnPPi, devido às 

limitações de síntese, apresentam-se sempre com excesso dos ligantes de partida (citrato e 

pirofosfato), que também podem perturbar o equilíbrio de coordenação entre o íon metálico e 

o PAS. Entretanto, o desaparecimento completo de cor em todas as soluções sugere redução 

do Mn(III) a Mn(II), em vez de simples troca de ligantes e geração de novo complexo com o 

PAS.  

Ao preparar a solução de MnCit em tampão citossólico, foi observado o desapareci-

mento de sua coloração amarelada muito rapidamente, tornando-se praticamente incolor antes 

que fosse possível medir seu espectro de absorbância (Figura 13). Como consequência sua 

curva de absorbância em função do tempo é praticamente constante. O mesmo ocorreu para a 

solução com adição de PAS (Figura 14). As soluções com MnPPi e EUK8 persistiram por 

mais tempo, especialmente a do EUK8, que só apresentou diminuição considerável de absor-

bância quando em presença de PAS. O MnPPi, apesar de apresentar sua cor característica 

inicialmente, foi consumido em pouco tempo, principalmente em presença de quelante. Con-

firma-se, então, a ordem de estabilidade: MnCit < MnPPi < EUK8. 
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Figura 13. Medidas de absorbância dos complexos em tampão citossólico. 
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Figura 14. Medidas de absorbância dos complexos com PAS em proporção molar 1 : 1 em tampão citossólico. 
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4.3 Capacidade pró-oxidante dos complexos 

Sendo a dihidrorodamina facilmente oxidável, seu uso em testes para prever o compor-

tamento de biomoléculas sensíveis ao estresse oxidativo é bastante interessante, visto que a 

indução de sua oxidação na presença de certa substância pode indicar potencial capacidade 

oxidante desta última. O produto de oxidação formado, a rodamina, é fluorescente, e sua e-

missão é diretamente proporcional à quantidade de DHR oxidada. Então, soluções de diferen-

tes concentrações de MnPPi, MnCit, Mn(OAc)3 e EUK8 foram tratadas com soluções de 

DHR, contendo substratos pró (H2O2) e antioxidantes (ascorbato), e a emissão de fluorescên-

cia foi registrada ao longo de 2 h. 

O teste foi realizado em três meios diferentes: (i) apenas com solução de DHR 50 µM; 

(ii) com solução de DHR 50 µM na presença de H2O2 50 µM e (iii) com solução de DHR 50 

µM na presença de ascorbato 40 µM. Nessas condições de excesso de DHR (ou H2O2) sobre 

os complexos de manganês, a expressão de velocidade da reação 

[DHR][MnL]velocidade k=  

(onde MnL = complexo de manganês) pode ser aproximada para a correspondente expressão 

de pseudo-primeira ordem: 

[MnL]velocidade obsk= . 

Os resultados são apresentados como comparações dos valores de kobs (Figura 15), 

obtidos da maneira descrita abaixo e representados pelo Esquema AI do Anexo I:  

• Gráficos de velocidade da oxidação da DHR: variação da intensidade de fluo-

rescência em função do tempo, para uma dada concentração de complexo (Fi-

guras A4 a A15 – Anexo I)); 

• Gráficos de variação da velocidade de oxidação da DHR (obtidas dos gráficos 

anteriores) em função da concentração do complexo (Figuras A16 a A18 – 

Anexo I); 
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• Comparações dos kobs na presença ou ausência de tratamentos (peróxido, as-

corbato). 
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Figura 15. Comparativo do efeito dos tratamentos sobre kobs. 

 

 

O ascorbato atuou como antioxidante, protegendo a DHR contra oxidação pelos com-

plexos, pois a intensidade de fluorescência apresentou valores desprezíveis, além de se manter 

praticamente constante durante o processo. Esse fenômeno é provavelmente resultado da re-

dução de Mn(III) a Mn(II) pelo ascorbato, sendo que este íon tem pouca ou nenhuma capaci-

dade de catalisar reações de formação de espécies reativas de oxigênio (Halliwell e Gutterid-

ge, 2007). 

O MnPPi se mostrou o mais oxidante dos complexos na ausência de H2O2, seguido do 

MnCit, enquanto que o EUK8 só provocou efeito considerável ao ser combinado com peróxi-

do, provavelmente, devido à sua reatividade em presença deste último, com possível geração 

de Mn(V)oxo, conforme mostrado no Esquema III, corroborando estudos que comprovam a 
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atividade catalítica do EUK8 similar à da catalase. Katsukiki e colaboradores (Tsutomu, 

1995) compararam vários complexos de Mn(III)-salen com porfirinas e descobriram que os 

complexos salen possuem melhor atividade catalítica devido aos seus carbonos assimétricos, 

que lhe conferem maior enantioseletividade. Além disso, Amaral e Espósito (Amaral e Espó-

sito, 2008) investigaram o comportamento deste complexo em presença de H2O2, verificando 

o mecanismo do Esquema III, e descobriram que baixa proporção molar H2O2 : EUK8 im-

plica em quantidade limitada de peróxido para reduzir o Mn(V) a Mn(III), favorecendo um 

meio altamente oxidante.  

Para avaliar um possível efeito protetor do H2O2, fez-se um teste misturando soluções 

mais concentradas de complexo e peróxido, ocorrendo liberação de gás em todas as soluções, 

sendo muito maior no caso do EUK8, e quase imperceptível para o MnCit (dados não apre-

sentados). A persistência da coloração do complexo, aliada à liberação do elevado volume de 

gás indicam provavelmente a catálise de desproporcionamento do H2O2 por EUK8, o que é 

coerente com sua ação mimética da catalase discutida acima. Já os complexos pirofosfato e 

citrato de Mn(III) apresentaram imediato descoramento (possivelmente pela redução Mn(III) 

� Mn(II)), sugerindo que estejam simplesmente oxidando o peróxido a oxigênio gasoso, o 

que de fato ocorre com algumas espécies metálicas.  

O acetato de Mn(III) apresentou pouco ou nenhum efeito oxidante, indicando que o 

composto de manganês precursor dos complexos não influencia os resultados obtidos. É im-

portante mencionar que os experimentos foram repetidos três vezes, entretanto, como as con-

dições ambientais eram diferentes, não é possível comparar os resultados e verificar as incer-

tezas, mas todos os resultados apresentaram as mesmas tendências. 

Os precursores sódicos também apresentaram pouca ou nenhuma capacidade oxidante, 

dadas as baixas intensidades de fluorescência em função do tempo das amostras e os valores 

praticamente constantes para todas as concentrações testadas (Figuras A19 a A22 – Anexo 
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I) . Assim, pode-se afirmar que não há influência destes nos resultados obtidos com aqueles 

produzidos em meio a excesso de ligante. 

Para avaliar o efeito do suposto quelante p-aminossalicilato sobre essas reações, assu-

miu-se concentração de complexos 10 µM e de peróxido 50 µM. O PAS se mostrou bastante 

eficiente, inibindo quase que completamente a ação oxidante dos complexos, mesmo nas a-

mostras com peróxido (Figuras A23 a A30 – Anexo I). 

Nota-se considerável diminuição na emissão de fluorescência, embora os efeitos oxi-

dantes do MnPPi e do MnCit, bem como da solução de EUK8 com H2O2, tenham sofrido me-

nor inibição, mostrando as mesmas tendências vistas no teste sem o PAS (Figuras 16 e 17).  

Com base nos experimentos com a sonda DHR, pode-se concluir, então:  

 

(i) os compostos menos estáveis (MnCit e MnPPi), ou algum produto redox dos mesmos for-

mados em meio aquoso, atacam prontamente a sonda DHR, enquanto que o complexo estável 

EUK8 não tem ação sobre essa sonda, enquanto não estiver em presença de um substrato pró-

oxidante.  

(ii) o peróxido deve reduzir rapidamente as espécies menos estáveis a formas redox-inativas 

de Mn(II), mas a associação EUK8 + H2O2 é muito pró-oxidante, possivelmente pela forma-

ção e persistência em solução de espécies de Mn com maior potencial oxidativo.  

(iii) o quelante PAS, embora de coordenação lenta a espécies das Mn(III) estudadas, é um 

antioxidante contra reações de formação de ERO’s catalisadas por esses íons.  
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Figura 16. Comparativo das intensidades de oxidação da DHR pelos complexos de amostras com e sem PAS. 
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Figura 17. Comparativo das intensidades de oxidacão da DHR 50 µµµµM pelos complexos 10 µµµµM em presença de H2O2 50 
µµµµM, na presença ou ausência de PAS. 

 

 

Com base nesses resultados de ação antioxidante promovida pelo PAS, bem como nos 

testes de estabilidade apresentados na Figura 12, justifica-se o uso do p-aminossalicilato co-
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mo quelante para o tratamento de sobrecargas de Mn, embora com menos eficiência se esse 

metal estiver majoritariamente na forma trivalente (o que pode explicar a menor velocidade de 

troca de ligantes). Até que ponto essa característica fisicoquímica do quelante pode prejudicar 

o tratamento das disfunções neurológicas provocadas por sobrecarga de Mn, sendo que a es-

pécie trivalente é a que mais se acumula no cérebro (Reaney, Bench et al., 2006), é uma ques-

tão em aberto. Nossos dados não nos permitem concluir se o PAS é um quelante e, portanto, 

antioxidante, ou um quelante que, além disso, é antioxidante. Ou seja, a ação antioxidante 

advém da complexação ao metal e, portanto, inibição de reações oxidativas, ou seria o caso de 

que, após a complexação, a proximidade da parte orgânica da molécula de PAS agiria como 

sequestradora de radicais livres? Tal questão, relevante para a compreensão do mecanismo de 

ação do PAS, só poderia ser resolvida com estudos (provavelmente cromatográficos) da estru-

tura do quelante após a complexação.  

 

4.4 Danos oxidativos sobre biomoléculas 

4.5.1 Tirosina 

A diferença nos espectros de excitação das soluções de tirosina (Tyr) e de ditirosina 

(diTyr) de mesma concentração (1 mM) possibilitou a eficiente verificação da formação desta 

nas demais análises. Os espectros de excitação (λemis = 406 nm) de ambas as substâncias (Fi-

gura A31 – Anexo I), em solução de HCl 1 mM ou NaOH 1 mM, mostram maior intensidade 

em meio alcalino (320 nm), contudo, nesse comprimento de onda não é possível afirmar se o 

composto responsável pela emissão é Tyr ou diTyr. Entretanto, o pico de excitação a 284 nm 

em meio ácido é exclusivo da ditirosina, sendo, portanto, ideal para monitorar o progresso da 

formação desse produto de oxidação em função dos tratamentos. 

Além disso, durante o procedimento, ocorreu precipitação nas misturas de todos os 

complexos com tirosina ao adicionar hidróxido de sódio, por isso somente valores de medidas 
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das soluções ácida (λexc/emis = 284 nm/406 nm) foram considerados para interpretação dos 

resultados. 

Então, a emissão de fluorescência observada nas figuras a seguir é, provavelmente, re-

ferente à diTyr, o que comprova ação oxidante dos complexos, sendo MnPPi mais oxidante 

que MnCit, e ambos muito mais que o EUK8. 
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Figura 18. Espectro de emissão de fluorescência de Tyr com MnPPi (proporção molar = 1 : 1, com e sem peróxido de 

hidrogênio em mesma concentração) em meio ácido (λλλλexc = 284 nm). 

 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 
65 

350 400 450 500 550 600 650
0

1x108

2x108

3x108

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

λ (nm)

 MnCit puro 
 MnCit com H

2
O

2
 

 

Figura 19. Espectro de emissão de fluorescência de Tyr com MnCit (proporção molar = 1 : 1, com e sem peróxido de 

hidrogênio em mesma concentração) em meio ácido (λλλλexc = 284 nm). 

 

 

350 400 450 500 550 600 650
0

1x108

2x108

3x108

350 400 450 500 550 600 650
0

1x106

2x106

3x106

4x106

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

λ (nm)

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

λ (nm)

 EUK8 puro
 EUK8 com H

2
O

2
 

 

Figura 20. Espectro de emissão de fluorescência de Tyr com EUK8 (proporção molar = 1 : 1, com e sem peróxido de 

hidrogênio em mesma concentração) em meio ácido (λλλλexc = 284 nm). No detalhe: escala ampliada. 
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Peróxido de hidrogênio é um composto fortemente oxidante, entretanto, na amostra em 

que este foi misturado à tirosina sem qualquer composto de Mn, não foi observado tanta diti-

rosina quanto nas amostras com MnPPi e MnCit puros (Figura 21).  Todavia, sua presença 

intensificou o efeito oxidante do EUK8, mesmo sendo muito menor que os outros dois com-

postos. A semelhança destes resultados com aqueles percebidos com a DHR corroboram o 

que foi explicitado anteriormente sobre a conversão do EUK8 em Mn(V)oxo com pouco pe-

róxido para reduzir novamente essa espécie em Mn(III) (vide Esquema III), bem como a ati-

vidade oxidante dos complexos de pirofosfato e citrato frente ao H2O2, que é bastante plausí-

vel em vista dos potenciais de redução para os pares Mn(III)/Mn(II) e O2/H2O2 em meio áci-

do, respectivamente, 1,50 V e 0,68 V (Deloncle, Guillard et al., 2006). 

Considerando tais similaridades, abre-se uma possibilidade interessante de verificar o 

uso de DHR como substituto da formação de ditirosina nesse tipo de experimento, o que po-

deria facilitar a verificação da capacidade oxidante de várias substâncias em sistemas de alto 

desempenho. 
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Figura 21. Espectro de emissão de fluorescência de tirosina com peróxido de hidrogênio (proporção molar = 1 : 1) em 

meio ácido (λλλλexc = 284 nm). No detalhe: escala ampliada. 
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4.5.2 Albumina Bovina 

Os resultados obtidos são mostrados nas Figuras 22a e 22b. 
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Figura 22. Concentração de carbonilas das amostras com albumina nativa (a) e com grupo tiol protegido (b) (p > 0,1). 

 

As absorbâncias observadas das amostras preparadas não mostraram diferenças estatis-

ticamente significativas nas quantidades de carbonila entre os tratamentos, tanto na proteína 

nativa como na tiol-protegida. Apesar disso, não se deve concluir ausência de danos à proteí-

na. 

Vale mencionar que existe uma leve tendência a maiores capacidades oxidantes de 

MnPPi e MnCit puros, e de EUK8 em presença de peróxido, as mesmas observadas nos estu-

dos com DHR e Tyr. Logo, mais uma vez, comprova-se ação catalase do complexo com li-

gante salen, e oxidação de H2O2 a O2 pelos complexos de citrato e pirofosfato de Mn(III). 
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4.5.3 Dopamina 

No teste com luminol supôs-se que ocorreria formação de peróxido de hidrogênio du-

rante a oxidação da dopamina e este seria detectado por luminescência, pois assumiu-se o 

mecanismo proposto por(Klegeris, Korkina et al., 1995), embora não seja o único mecanismo 

possível para oxidação da DA. De fato há um leve aumento da intensidade de luminescência 

emitida durante os 100 min de reação (Figuras A33 a A36 – Anexo I), porém não existe uma 

relação direta com ausência ou presença de composto oxidante, menos ainda com aumento da 

concentração deste, pois as curvas de luminescência eram praticamente iguais independente-

mente da amostra. A medida de luminescência de uma amostra de peróxido com dopamina 

por 20 min também apresentou valores com oscilação periódica, mas, diferente das misturas 

com os complexos, não há aumento no decorrer do tempo (Figura A37 – Anexo I). 

Como esse teste foi inconclusivo, prepararam-se soluções de dopamina na presença e 

ausência de complexos metálicos, as quais tiveram seus espectros de absorbância registrados, 

e todas apresentaram λ máx = 350 nm. Assim, esse comprimento de onda foi usado em medi-

das diretas de oxidação da dopamina pelos compostos de Mn durante 2 h. Não foi observada 

variação significativa dos valores de absorbância com o aumento da concentração dos com-

plexos e tais valores também permaneceram praticamente constantes em função do tempo, 

mas notou-se pequena diferença entre os compostos, sendo que o EUK8 se mostrou mais oxi-

dante que os demais, enquanto que o MnCit não provocou qualquer efeito (Figura A38 – A-

nexo I). 

É importante mencionar que as soluções foram observadas ao longo do tempo, ocor-

rendo escurecimento de todas em 24 h, quando as absorbâncias foram novamente medidas, 

apresentando valores bastante elevados (absorbância de ~100 % da radiação). 
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Então, como uma terceira alternativa, optou-se por avaliar o efeito da presença de do-

pamina sobre a já discutida oxidação da DHR, mas não havia solução controle com espécies 

que oxidem a DA. A hipótese foi a de que, se a dopamina fosse oxidada preferencialmente 

pelos complexos, não haveria oxidação da sonda fluorescente, daí que a fluorescência da ro-

damina seria um indicador indireto da facilidade com que cada complexo metálico reage com 

a dopamina. Os dados com a DHR foram mais claros, mostrando que a dopamina é preferen-

cialmente oxidada pelos complexos, pois a diminuição da emissão de fluorescência nas amos-

tras onde o neurotransmissor está presente indica proteção da DHR pela DA (Figuras ª39 a 

A47 – Anexo I). Os resultados (Figura 23) são expressos na forma de kobs da oxidação da 

DHR em presença de DA, obtido da mesma maneira descrita para o teste com a DHR sem a 

presença do neurotransmissor. 
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Figura 23. Comparativo do efeito da DA 500 µµµµM sobre kobs. Valores mais 

baixos de kobs indicam maior oxidação da DA. 

 

 

A dopamina praticamente anulou a formação de rodamina, corroborando os dados da 

literatura que afirmam maior sensibilidade do sistema dopaminérgico em casos de exposição a 
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espécies de manganês, especialmente com o que afirma (Benedetto, Au et al., 2009) sobre a 

reatividade do Mn com DA em função dos grupos NH2, já que os demais estudos foram feitos 

in vivo, e não seria conveniente compará-los diretamente ao dados desse trabalho. Em vista 

disso, talvez seja interessante observar as semelhanças na estrutura da dopamina e da tirosina, 

a qual também possui grupo amino, que pode explicar a reatividade desse aminoácido com as 

espécies de Mn(III). Vale mencionar que o comprimento de onda de máxima absorção da do-

pamina oxidada é o mesmo λ de excitação máxima da Tyr. 

Assim como as outras biomoléculas (Tyr e BSA) e a sonda DHR, DA se mostra mais 

sensível ao MnPPi e MnCit, refletindo a maior reatividade desses dois complexos. 

 

4.5 Testes biológicos 

4.5.4 Viabilidade de neurônios frente aos complexos 

Os dados obtidos a partir dos ensaios com MTT foram utilizados para construir curvas 

dose-resposta (Figura 74) e, a partir delas, determinar os valores de EC50 para cada comple-

xo (Tabela 3). 
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Figura 24. Curvas dose-resposta (viabilidade celular) para os complexos de Mn(III) em CGC. 

 

 

Tabela 2. EC50 em CGC para espécies de Mn(III). 

Complexo EC50 (µµµµM) 

EUK 8 35,6 ± 2,4 

Mn(III)PPi 32,2 ± 11,3 

Mn(III)Cit  22,4 ± 2,7 

 

Embora os danos oxidativos do EUK8 sobre biomoléculas tenha sido relativamente 

baixo em comparação com citrato e MnPPi, nota-se aqui a ocorrência de toxicidade a células 

de neurônios em baixas concentrações, comprovando que sua toxicidade pode ser indepen-

dente da presença de dano oxidativo, ou que o dano oxidativo real não tenha sido estudado 

neste trabalho. Apesar de não haver diferenças significativas nos valores de EC50 da Tabela 
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2, percebe-se que complexo com ligante salen pode ser menos neurotóxico que o MnCit. De 

acordo com o trabalho de Klewicki et. al. (1998) (Klewicki e Morgan, 1998), a decomposição 

do citrato em meio aquoso é dependente da acidez da solução, e, para valores de pH entre 6 e 

9, o MnCit é degradado em cerca de 0,5 – 2,5 dias. Portanto, a menor toxicidade do EUK8, 

possivelmente, se deve à sua maior estabilidade em pH fisiológico. Além disso, os grupos 

citrato e pirofosfato, mas não o ligante salen, são substratos bioquímicos, podendo ter sua 

internalização celular facilitada por transportadores específicos. Klewicki também relata a 

instabilidade do MnPPi em solução aquosa, que, em pH = 7, pode durar até 25 dias (Klewicki 

e Morgan, 1998) o que sugere maior reatividade deste em relação ao EUK8. Todavia, apesar 

da maior ação oxidante à tirosina induzida pelo pirofosfato de manganês, em vista do elevado 

desvio padrão do seu valor médio de EC50, não se pode comparar sua neurotoxicidade com a 

dos demais complexos de forma segura. Entretanto, ele também provocou danos oxidativos às 

células estudadas. 

Os resultados obtidos deixam claro que a toxicidade do manganês depende do seu es-

tado de oxidação, bem como da natureza de seus ligantes. É importante observar a relação 

inversamente proporcional da neurotoxicidade com a lipofilicidade dos complexos, sugerindo 

que os mais hidrofílicos também são mais absorvidos em CGC. 

 

4.5.5 Viabilidade de células em situação de estresse frente aos complexos 

As concentrações aplicadas nos experimentos com HeLa para cada complexo foram 

escolhidas de acordo com seus respectivos valores de EC50 (Tabela 3). O MnCit não reduziu 

consideravelmente o número de colônias no intervalo de concentrações medidos, além de não 

se observar uma relação direta entre a concentração e a viabilidade celular como nos demais 

compostos estudados (Figuras 25 –27). Por isso, a concentração usada nos experimentos foi 

superestimada para 200 µM. 
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Figura 25. Viabilidade Celular em culturas HeLa frente ao MnCit. 
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Figura 26. Viabilidade Celular em culturas HeLa frente ao MnPPi. 
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Figura 27. Viabilidade Celular em culturas HeLa frente ao EUK8. 

 

 

Tabela 3. EC50 em HeLa para espécies de Mn(III). 

Complexo EC50 (µµµµM) 

MnCit 200 * 

MnPPi 30 

EUK8 15 

*estimada  

 

Ao contrário das culturas de CGC, células HeLa mostraram efeitos em 50% da popu-

lação muito diferentes para cada complexo, sugerindo mecanismos diferentes de toxicidade. É 

importante lembrar que a cepa HeLa é tumoral, implicando em maior resistência que células 

normais, o que explica EC50 do MnCit bem acima daquela observada para cultura de neurô-

nios. Por outro lado, EUK8 se mostrou menos oxidante para esta última, talvez devido à sua 

função como mimético de SOD, juntamente com sua atividade catalase, permitindo reação 

com o superóxido formado na respiração celular seguida da geração de Mn(V) através da re-

dução do peróxido (Esquema III). Nesse caso, a presença de espécie mais oxidada de man-
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ganês provocaria maior dano à célula. Ora, mas CGC também realiza respiração celular, po-

rém, é crucial recordar que células tumorais tem metabolismo mais acelerado, produzindo 

espécies reativas de oxigênio mais rapidamente que células normais. Portanto, a quantidade 

de ROS gerada nas colônias de HeLa pode alcançar níveis mais elevados que em CGC num 

mesmo intervalo de tempo, ou seja, o sistema antioxidante das células neuronais foi mais efi-

ciente devido à menor proporção de ROS no meio. Embora não seja possível provar com os 

dados obtidos neste trabalho, tal hipótese é digna de futuros estudos para avaliar sua veracida-

de.  Na etapa seguinte os complexos foram usados em concentrações equivalentes à respectiva 

EC50, aplicados isoladamente ou combinados com radiação UVA e UVB, seguindo a ordem 

mostrada no diagrama do Esquema XII. 

 

 

Esquema XII 

 

Todos os complexos prejudicaram a viabilidade celular mesmo sem irradiação, e cul-

turas sem adição de Mn(III) expostas a UVA, a despeito da análise estatística, aparentemente, 

tiveram a viabilidade celular diminuída significativamente (comparada ao controle, p > 0,1), 

enquanto que irradiação com UVB, elimina mais que 50 % das colônias (Figura 28).  Quando 
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a radiação UVA foi combinada ao tratamento do complexo verificou-se possível efeito sinér-

gico nos danos provocados por espécies de citrato e pirofosfato de Mn(III), pois a viabilidade 

celular nessas soluções são significativamente inferiores àquelas dos controles irradiados com 

UVA ou dos controles sem irradiação. Pelos dados estatísticos, a menor viabilidade celular 

em amostras tratadas com EUK8 parece ter sido mais influenciada somente pela presença do 

complexo, pois não há diferença estatística entre amostras irradiadas com UVA e não irradia-

das, porém, o gráfico apresenta leve tendência a um efeito sinérgico da radiação com o com-

plexo, aumentando o dano sobre as células. Raios UVB foram mais letais, e, aparentemente, 

há pouca ou nenhuma influência dos complexos nesse efeito. Possível causa para tais obser-

vações seria a hipótese de que radiação UVA induz a formação de ROS, especialmente radi-

cais hidroxila, enquanto que raios UVB reagem diretamente com bases nitrogenadas do DNA, 

gerando dímeros de pirimidinas ou 6-4 fotoprodutos (Sinha e Hader, 2002; Bode e Dong, 

2003; Pfeifer, You et al., 2005). Dessa maneira, as espécies reativas geradas por meio de radi-

ação UVA poderiam ser as responsáveis pelo efeito sinérgico negativo observado especial-

mente para MnCit e MnPPi, o que não estaria de acordo com os estudos em solução com os 

modelos de danos redox estudados (DHR e Tyr) caso essas espécies reativas fossem constitu-

ídas majoritariamente por peróxido. Entretanto, outras podem ter sido formadas. É provável 

ainda que o alvo mais prejudicado seja o DNA, já que os anéis aromáticos de suas bases ni-

trogenadas absorvem UV com bastante eficiência (Bode e Dong, 2003) e, presumivelmente, 

as ROS formadas estariam nas suas proximidades. 
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Figura 28. Viabilidade Celular de culturas HeLa estressadas e não estressadas frente aos complexos em níveis de 

EC50 (significância estatística por método ANOVA:  * = significativamente diferentes comparadas ao controle não 

irradiado; A = significativamente diferentes comparadas ao controle irradiado com UVA). 

 

 

Culturas foram tratadas com os precursores em concentrações de ligantes iguais àque-

las presentes nas soluções com os complexos a fim de observar a influência destes sobre os 

danos provocados às células. Os resultados (Figura 29) não mostraram diferenças significati-

vas na viabilidade celular (p > 0,1 em todos os casos), ou seja, o excesso de ligante presente 

não influencia na toxicidade verificada. Testes com Mn(OAc)3 não foram conclusivos, pois, 

devido à sua baixa solubilidade em água, foi necessário dissolução do sal em DMSO em 

quantidade tal que impossibilitou diferenciar estatisticamente os danos provocados pela amos-

tra daqueles relativos ao controle (cultura somente com o solvente). 
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Figura 29. Viabilidade Celular de culturas HeLa não estressadas frente aos precursores (Cit e Ac 2 mM; PPi 300 µµµµM) 

dos complexos (significância estatística por método ANOVA:  p > 0,1 para todas as combinações) 

 

 

O ascorbato (Asc) é conhecido como antioxidante, e foi dessa forma que ele atuou no 

teste com a DHR. Contudo, quando em meio DMEM utilizado nas culturas, ele se mostrou 

pró-oxidante, intensificando o dano provocado pelos complexos (Figura 30). Nas amostras 

controle não irradiadas, a viabilidade celular diminuiu cerca de 20% em relação às culturas 

sem Asc (comparem-se as Figuras 77 e 80). Novamente a radiação UVA isoladamente não foi 

capaz de provocar efeito significativo (comparada ao controle com Asc, p > 0,1), ao contrário 

da UVB, a qual, dessa vez, mostrou um forte efeito sinérgico tóxico com os complexos e/ou o 

Asc (amostras tratadas comparadas com Controle de UVB, p < 0,05). É provável que o Asc 

seja o principal responsável nesse caso, já que há pouca influência dos complexos nas amos-

tras irradiadas com UVB nas placas sem adição desse ânion, haja vista as colônias não irradi-

adas e as estressadas com UVA terem sido muito mais prejudicadas do que no teste sem Asc. 
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Figura 30. Viabilidade Celular de culturas HeLa estressadas e não estressadas frente aos complexos em níveis de 

EC50 em presença de Asc 40 µµµµM (significância estatística por método ANOVA:  * = significativamente diferentes 

comparadas ao controle sem ascorbato não irradiado; A = significativamente diferentes comparadas ao controle 

sem ascorbato irradiado com UVA; B = significativamente diferentes comparadas ao controle com ascor-

bato não irradiado). 

 

 

Numa tentativa de ganhar maior compreensão desse comportamento ambíguo do as-

corbato em um modelo em solução, novos estudos com DHR foram feitos, mas dessa vez em 

meio DMEM e em triplicata, e suas emissões de fluorescência ao longo de 2 h foram registra-

das (Figuras A48 a A50 – Anexo I). O ascorbato não parece facilitar a oxidação da DHR, 

entretanto, e ao contrário do observado anteriormente (Figuras A12 a A15 – Anexo I), a pre-

sença do ascorbato neste ensaio não atenua a oxidação dos complexos, exceto para o MnPPi 

(Figura 31). Baixa ação antioxidante na maioria das soluções sugere que moléculas presentes 

no meio DMEM podem ter reagido com o Asc, deixando-o indisponível para inibir estresse 

oxidativo. 

Em meio celular, os radicais gerados pelos raios UV podem ter favorecido a formação 

de radical ascorbila, causando maior dano às células. Levando em conta a menor eficiência de 
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UVA em reagir com o DNA (Sinha e Hader, 2002), isso explica porque houve maior efeito 

sinérgico nas amostras com UVB. Outra hipótese seria a redução do Mn(III) a Mn(II) pelo 

Asc, facilitando a entrada (e, portanto, a sobrecarga) do metal na célula através dos canais de 

cálcio (Shibuya e Douglas, 1992). Como não se percebe ação pró-oxidante do ascorbato em 

DMEM sem cultivo de células, supõe-se que a segunda alternativa seja mais crível. 

De qualquer maneira, estes resultados apontam para um possível problema no uso de 

antioxidantes “tradicionais” em situações de sobrecarga de metal e estresse tecidual. Associa-

ções deletérias entre ferro e ascorbato, nas quais a molécula orgânica mantém o íon metálico 

na forma ferrosa (e, portanto, redox-ativa), já foram bem descritas e representam um proble-

ma em estratégias de nutrição que usam vitamina C como facilitadora da absorção de ferro da 

dieta (Esposito, Breuer et al., 2003; Espósito, 2007). 

O tratamento com PAS não é conclusivo, pois a duplicata do teste foi contaminada e 

não foi possível um novo plaqueamento. Entretanto, há aparente melhora nas amostras não 

irradiadas e tratadas com os complexos (Figura 32). 
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Figura 31. Comparativo entre valores de oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos em níveis de EC50 com e sem 

ascorbato 40 µµµµM em meio DMEM. 
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Figura 32. Viabilidade Celular de culturas HeLa estressadas e não estressadas frente aos complexos em níveis de 

EC50 em presença de NaPAS 200 µµµµM(significância estatística por método ANOVA:  * = significativamente diferentes 

comparadas ao controle não irradiado; A = significativamente diferentes comparadas ao controle  irradiado com 

UVA; B = significativamente diferentes comparadas ao controle irradiado com UVB). 
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5 CONCLUSÕES 

 

1) Complexos simples de Mn(III) (MnCit, MnPPi) isoladamente apresentam ação 

pró-oxidante, conforme marcadores de danos oxidativos (DHR, Tyr, DA). Na pre-

sença de peróxido, esse efeito é abolido, provavelmente pela redução do íon metá-

lico. 

2) O complexo EUK8, mimético de enzimas antioxidantes como a catalase e a supe-

róxido-dismutase, isoladamente não apresenta efeito sobre os marcadores de danos 

oxidativos mencionados. Entretanto, em presença de peróxido, pode exacerbar o 

efeito pró-oxidante sobre os mesmos, provavelmente pela formação e persistência 

de espécies Mn(oxo). 

3) O quelante PAS, única linha de tratamento para casos de sobrecarga de Mn, é um 

quelante lento para Mn(III), embora seja antioxidante contra os marcadores de da-

no oxidativo em solução. Sua eficácia para o tratamento de sobrecarga cerebral de 

Mn, onde o metal encontra-se majoritariamente em sua forma trivalente, é discutí-

vel. 

4) O uso da sonda DHR como substituta de ensaios mais demorados (como formação 

de ditirosina e luminescência da dopamina) é justificável, pois apresenta uma cor-

relação interessante de resultados. Sua facilidade de execução e sua natureza como 

método analítico de alto desempenho são muito convenientes. 

5) Os testes biológicos indicam que CGC é mais suscetível à intoxicação por Mn do 

que um modelo de célula tumoral (HeLa), o que é coerente com a diferença fisio-

lógica entre ambas. 

6) A pré-irradiação de HeLa com UVA mostrou-se deletéria quando em associação 

ao tratamento com MnCit e MnPPi, possivelmente devido à interação com ROS 
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formados, o que se relacionaria com os dados de atividade oxidante usando-se 

sondas em solução caso as espécies formadas fossem outras que o peróxido. 

7) A presença de ascorbato no meio de cultura provocou uma diminuição generaliza-

da de viabilidade de HeLa quando tratada com irradiação UV + complexos, de 

forma que possível redução de Mn(III) a Mn(II) pelo Asc induzindo maior incor-

poração de manganês nas células, é uma hipótese razoável para explicar tal fenô-

meno. 

8) A administração de PAS sobre células irradiadas e expostas às espécies de Mn não 

resgatou a viabilidade das mesmas. 

9) A toxicidade do Mn depende de sua especiação, do alvo biológico, e da presença 

de outros cofatores tradicionalmente reputados como anti- ou pró-oxidantes (res-

pectivamente, ascorbato e peróxido). 
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7 ANEXO I: GRÁFICOS E TABELAS.  
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Figura A 1. Espectro na região do visível do MnCit em meio aquoso. 
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Figura A 2. Espectro na região do visível do MnPPi em meio aquoso. 
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Figura A 3. Espectro na região do visível do EUK8 em etanol. 

 

 

Tabela A 1. Análise elementar do complexo EUK8. (Arndt, 2009b) 

 % C % H % N 

Teórico 48,93 4,62 7,13 

Experimental 49,95 3,68 7,19 

 

 

 

 

Esquema AI 

Gráfico 1 - Intensidade de fluorescência da rodamina em função do tempo (velocidade de oxidação da DHR). 

Gráfico 2 - Aumento da intensidade de fluorescência da rodamina com o tempo em função da concentração do 

complexo (aceleração da oxidação da DHR). 

Gráfico 3 - Aumento da intensidade de fluorescência da rodamina conforme decorrer do tempo e aumento da 

concentração do complexo (kobs). 

Etapa A – Inclinação da curva do gráfico 1 (intensidade de fluorescência . t-1). 

Etapa B – Inclinação da curva do gráfico 2 (intensidade de fluorescênci . t-1 . concentração do complexo-1) 
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Figura A 4. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Mn(OAc) 3 0 - 10 µµµµM. 
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Figura A 5. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit 0 - 10 µµµµM. 
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Figura A 6. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi  0 - 10 µµµµM. 
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Figura A 7. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 0 - 10 µµµµM. 
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Figura A 8. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Mn(OAc) 3 0 - 10 µµµµM na presença de H2O2 50 µµµµM. 
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Figura A 9. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit 0 - 10 µµµµM na presença de H2O2 50 µµµµM. 
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Figura A 10. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi 0 - 10 µµµµM na presença de H2O2 50 µµµµM. 
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Figura A 11. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 0 - 10 µµµµM na presença de H2O2 50 µµµµM. 
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Figura A 12. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Mn(OAc) 3 0 - 10 µµµµM na presença de ascorbato 40 µµµµM. 
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Figura A 13. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit  0 - 10 µµµµM na presença de ascorbato 40 µµµµM. 
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Figura A 14. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi  0 - 10 µµµµM na presença de ascorbato 40 µµµµM. 
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Figura A 15. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 0 - 10 µµµµM na presença de ascorbato 40 µµµµM. 
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Figura A 16. Aceleração da oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos. 
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Figura A 17. Aceleração da oxidação da DHR 50 �M pelos complexos na presença de H2O2 50 µµµµM. 
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Figura A 18. Aceleração da oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos na presença de ascorbato 40 µµµµM. 
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Figura A 19. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por NaOAc 0 – 100 µµµµM. 
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Figura A 20. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Na3Cit 0 – 100 µµµµM. 
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Figura A 21. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Na4PPi 0 – 100 µµµµM. 
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Figura A 22. Aceleração da oxidação da DHR 50 µµµµM pelos sais sódicos precursores dos complexos. 
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Figura A 23. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Mn(OAc) 3 10 µµµµM na presença de PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 24. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit 10 µµµµM na presença de PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 25. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi 10 µµµµM na presença de PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 26.Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 10 µµµµM na presença de PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 27. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por Mn(OAc) 3 10 µµµµM na presença H2O2 50 µµµµM e PAS 0 - 100 

µµµµM. 
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Figura A 28. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit 10 µµµµM na presença H2O2 50 µµµµM e PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 29. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi 10 µµµµM na presença H2O2 50 µµµµM e PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 30. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 10 µµµµM na presença H2O2 50 µµµµM e PAS 0 - 100 µµµµM. 
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Figura A 31. Espectro de excitação (λλλλemis = 406 nm) de soluções ácida e básica de tirosina 1 mM e de ditirosina gerada 

a partir de soluções de tirosina 1 mM reagida com acetato de Mn(III). 
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Figura A 32. Luminescência de soluções de DA 500 µµµµM com e sem MnSO4. 
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Figura A 33. Luminescência de soluções de DA 500 µµµµM com e sem MnPPi. 
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Figura A 34. Luminescência de soluções de DA 500 µµµµM com e sem MnCit. 
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Figura A 35. Luminescência de soluções de DA 500 µµµµM com e sem EUK8. 
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Figura A 36. Luminescência de soluções de DA 500 µµµµM com e sem peróxido de hidrogênio. 

 

 

0 20 40 60 80 100 120
0,0

0,1

0,2

0,3

A
bs

or
bâ

nc
ia

 e
m

 3
50

 n
m

t (min)

 Sem complexos
 MnSO

4
 10 µM

 EUK8 10 µM
 MnPPi 10 µM
 MnCit 10 µM

 
Figura A 37. Absorbância das soluções de DA 500 µµµµM com e sem os complexos (λλλλ = 350 nm) após 2 horas. 
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Figura A 38. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnSO4 0 - 20 µµµµM na ausência de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 39. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 0 - 20 µµµµM na ausência de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 40. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit 0 - 20 µµµµM na ausência de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 41. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi 0 - 20 µµµµM na ausência de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 42. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnSO4 0 - 20 µµµµM na presença de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 43. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por EUK8 0 - 20 µµµµM na presença de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 44. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnCit 0 - 20 µµµµM na presença de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 45. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM por MnPPi 0 - 20 µ µ µ µM na presença de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 46. Aceleração da oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos na presença e ausência de DA 500 µµµµM. 
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Figura A 47. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos com e sem ascorbato 40 µµµµM em meio DMEM 

não irradiado. 
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Figura A 48. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos com e sem ascorbato 40 µµµµM em meio DMEM 

irradiado com UVA. 

 

 

 

0 20 40 60 80 100 120
0,0

2,0x104

4,0x104

6,0x104

8,0x104

In
te

ns
id

ad
e 

de
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

t (min)

 Controle
 Ascorbato
 EUK8 15 µM
 MnPPi 30 µM
 MnCit 200 µM
 EUK8 com Asc
 MnPPi com Asc
 MnCit com Asc

 
Figura A 49. Velocidade de oxidação da DHR 50 µµµµM pelos complexos com e sem ascorbato 40 µµµµM em meio DMEM 

irradiado com UVB. 

 

 


