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O metal de transição manganês (Mn) possui inúmeras propriedades fisiológicas, como por 

exemplo a sua atuação como cofator enzimático. No entanto, a exposição ambiental em excesso 

a este metal tem representado um fator pré-disponível à ocorrência de uma condição patológica 

designada manganismo e a alterações dopaminérgicas. Além disso, o Mn tem sido reportado por 

modificar o metabolismo de lipídios. No nematódeo Caenorhabditis elegans (C. elegans), a 

dopamina, alvo do manganês, cumpre papel na regulação nas reservas lipídicas. O presente 

trabalho teve como objetivo avaliar o potencial tóxico do Mn sobre o acúmulo de lipídios, 

comportamento e as vias envolvidas nesse processo em C. elegans. Os vermes selvagens (N2) 

e transgênicos foram mantidos em condições padrão de crescimento até o estágio L4. A 

exposição ao MnCl2 (15, 30 e 45 mM) ou NaCl (85 mM como controle) ocorreu por 4 h em meio 

líquido na presença da bactéria E. coli (OP50). Verificamos que o Mn aumentou o acúmulo de 

gordura nos vermes e reduziu a atividade metabólica. A sobrevivência dos animais foi reduzida 

(CL50= 68.36 mM ± 5.683) bem como o batimento faríngeo. O Mn reduziu drasticamente os níveis 

de dopamina, sem alterar a morfologia dos neurônios da via dopaminérgica. Vimos ainda que os 

efeitos metabólicos podem estar relacionados a sinalização através de receptores 

dopaminérgicos, fator de transcrição SBP-1 e proteína quinase LET-363. Além disso, a 

vitelogênese e a produção de ovos foi reversivelmente reduzida pelo Mn no C. elegans, efeito 

este que pode estar associado à ativação do DAF-16 por este metal. Nossos resultados 

evidenciaram que o Mn altera, possivelmente de forma associada, o metabolismo de lipídios e a 

reprodução do C. elegans. A confirmação da relação entre os fenótipos encontrados após a 

exposição ao Mn e outros genes ainda não evidenciados poderão elucidar os mecanismos  para 

as alterações metabólicas observadas.  

 

 

Palavras-chave: Manganês; Caenorhabditis elegans; dopamina; metabolismo de lipídios; 
reprodução; vitelogeninas.  
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The transition metal manganese (Mn) has many physiological properties such as its role 

as enzyme cofactor. However, excessive environmental exposure to this metal has represented 

a pre-factor to the occurrence of a pathological condition named manganism and dopaminergic 

changes. Moreover, Mn has been reported to modify lipid metabolism. In the Caenorhabditis 

elegans nematode (C. elegans), dopamine, a manganese target, plays a role in regulating the 

lipid reserves. This study aimed to evaluate the potential toxicity of Mn on the accumulation of 

lipids, behavior and pathways involved in this process in C. elegans. The wild-type worms (N2) 

and transgenics were maintained in standard growth conditions until the L4 larval stage. The 

exposure to MnCl2 (15, 30 and 45 mM) and NaCl (85 mM as a control) occurred for 4 h in liquid 

medium in the presence of E. coli (OP50). We found that Mn increased fat accumulation in worms 

and reduced the metabolic activity. The survival of animals (LC50= 68.36 ± 5.683 mM) and the 

pharyngeal rate were decreased. The Mn drastically reduced dopamine levels without changing 

the morphology of the dopaminergic neurons. We have also seen that metabolic effects could be 

related to signaling through dopamine receptors, SBP-1 transcription factor and LET-363 protein 

kinase. Furthermore, vitellogenesis and egg production was reversibly decreased by Mn in C. 

elegans, an effect that could be associated with the activation of DAF-16 by this metal. Our results 

showed that the Mn changes lipid metabolism and reproduction of C. elegans, possibly in 

associated approach. The confirmation of the relationship between the phenotypes found after 

exposure to Mn and other genes not shown yet may elucidate the mechanisms for the observed 

metabolic changes. 

 

 

Key words: Manganese; Caenorhabditis elegans; dopamine; lipid metabolism; 
reproduction; vitellogenin. 
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1 Introdução 

 

1.1 Manganês 

 

O Mn é um micro-elemento essencial para o dinamismo fisiológico humano, 

especialmente no desenvolvimento e metabolismo. Sua ostensiva presença na crosta 

terrestre proporciona a exposição através de diversas fontes como alimentos, água e 

produtos industrializados que utilizam este metal como matéria prima para a sua 

produção (Avila et al., 2016). O Mn é um metal de transição, apresenta coloração branca 

acinzentado e propriedades químicas semelhantes ao ferro (Fe). Tais semelhanças 

propiciam o compartilhamento de transportadores entre Fe e Mn, como a transferrina, e 

a captação intramitocondrial de Mn (Farina et al., 2013). 

O Mn não ocorre naturalmente na forma metálica, e sim como componente de 

mais inúmeros minerais, incluindo óxidos, sulfetos, carbonatos, silicatos, boratos e 

fosfatos. Entre eles, os mais comuns incluem pirolusita (dióxido de manganês), 

rodocrosita (carbonato de manganês), e rodonita (silicato de manganês) (OMS, 1999).  

Dentre as fontes alimentares de Mn destacam-se os grãos, arroz, castanhas, açaí, 

frutos do mar e alimentos à base de soja (Avila et al., 2016). Uma grande parte do Mn 

(95 – 99 %) proveniente da dieta não chega a ser absorvido pelo trato gastrointestinal, 

embora os mecanismos que regulam esta captação não estejam completamente 

compreendidos e, em alguns casos, altas concentrações são encontradas no fígado, rins, 

pâncreas e glândulas adrenais (SCF/CS/NUT/UPPLEV/21, 2000). 

No meio ambiente, podemos encontrar este metal em inúmeras formas químicas 

incluindo onze estados de oxidação (Mn2+, Mn3+, Mn4+, Mn6+, Mn7+, entre outros), sais 

(gluconatos e sulfatos) e quelatos (aspartato, fumarato e succinato). Já no corpo humano, 

este metal apresenta-se apenas nas formas Mn2+ e Mn3+ (Meco et al., 1994; Avila et al., 

2016)). 

No Brasil, o minério de Mn é um importante recurso natural, seja pelas 

significativas reservas existentes, seja pela sua utilização na produção de ferroligas e aço 

(Figura 1) (Sampaio et al., 2002). O espectro de consumo expande-se ainda para a 
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produção de pilhas eletrolíticas, ligas especiais, cerâmicas, produtos químicos, etc. 

Dentre estes, o setor siderúrgico destaca-se por representar 85% da demanda por Mn a 

nível mundial (Costa e Figueredo, 2001). 

 

Figura 1 – Distribuição de Mn no Brasil. 

 

Fonte:Adaptado de Sampaio et. al., 2002. 

 

Já sua forma orgânica, pode ser encontrada em pesticidas e fungicidas como o 

maneb e mancozeb (Meco et al., 1994; Brody et al., 2013). Dentre os orgânicos, 

destacam-se ainda o Mn tricarbonil metilciclopentadienil (MMT) e o Mn tricarbonil 

ciclopentadienil (CMT), ambos utilizados como aditivos para aumentar o nível de 

octanagem da gasolina (agente antidetonante) (Gulson et al., 2006). Ainda, uma fonte 

recente tem sido reportada, a intoxicação por Mn em usuários da droga injetável 

metcatinona (efedrona) devido ao uso do permanganato de potássio na síntese de tal 

substância (Stepens et al., 2008). O uso desta droga, denominada entre seus usuários 



15 

 

como “coquetel Russo”, tem gerado os sintomas característicos de manganismo 

(Guilarte, 2010) 

Em humanos, a taxa de Mn no soro de indivíduos normais é 0.05–0.12 μg/dl 

(Crossgrove e Zheng, 2004). 

 

1.1.1 Importância fisiológica do Mn 

O Mn na fisiologia humana é considerado um metal essencial nas dinâmicas 

biológicas, principalmente na sua forma divalente (Mn2+). Neste estado oxidativo, o Mn é 

transportado para o citoplasma celular e oxidado intracelularmente através de reações 

com superóxidos a um estado trivalente (Mn3+), estado este que tem sido associado à 

citotoxicidade do Mn, especialmente relacionada à oxidação da DA e danos às células 

do sistema dopaminérgico (Archibald e Tyree, 1987; Farina et al., 2013).) 

Dentre as inúmeras funções do Mn no organismo estão a síntese da protrombina 

na presença de vitamina K, enzimas glicosiltransferases, participando da síntese de 

mucopolissacarídeos das cartilagens e intervindo indiretamente na condrogênese e 

osteogênese (Phipps, 2002).  

Além disso, o Mn é fundamental para o metabolismo do colesterol, crescimento 

corpóreo e reprodução. Sua deficiência acarreta alterações nas estruturas celulares e 

deformações específicas do esqueleto, associado por vezes ao excesso de cálcio, 

fosfato, Fe e carbonato, os quais limitam a absorção do Mn (Avila et al., 2016).  

Como cofator enzimático, o Mn é importante na biossíntese de ureia pela ligação 

à enzima arginase. Ainda destacam-se, a enzima piruvato-carboxilase, metaloproteína 

que está envolvida com a metabolização da glicose e a Mn Superóxido-Dismutase 

(MnSOD) mitocondrial, que participa do sistema de defesa do organismo contra os 

radicais livres, ambas apresentando o componente metálico Mn na sua constituição (Ali 

et al., 1995). 

A restrição ao Mn, seja por carências dietéticas ou defeituosa absorção, tem sido 

associada a danos no metabolismo de lipídios e carboidratos, má formação óssea e 

desenvolvimento fetal inadequado. Tais condições também estão relacionadas à redução 

na fertilidade e reprodução (Aschner et al., 2005). 

 

1.1.2 Mn como indutor de toxicidade 
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Por outro lado, diversos estudos já relacionaram a exposição a altos níveis de Mn, 

através da inalação, à alterações deletérias nos sistemas respiratórios e neurológicos 

(Crossgrove e Zheng, 2004; Aschner et al., 2005).  

Estudos recentes mostraram também que a exposição ao Mn pelas vias aéreas 

está associada a danos irreversíveis nas funções motoras e cognitivas de crianças e 

adolescentes (Riojas-Rodriguez et al., 2010; Hernandez et al., 2011; Lucchini et al., 2012; 

Torres-Agustin et al., 2013; Carvalho et al., 2014; Menezes et al., 2014). Bouchard e 

colaboradores avaliaram 362 crianças de Quebec, no Canada, e mostrou uma 

associação negativa entre a concentração de Mn na água consumida e o quociente de 

inteligência (QI), além de defasagem de memória, déficit de atenção e funções motoras 

prejudicas (Bouchard et al., 2011). No Brasil, já foram reportados altos níveis de Mn no 

ar próximo a um complexo industrial na Bahia e as crianças residentes neste local 

apresentaram QI e memória de trabalho inferior, evidenciando danos no circuito fronto-

estriatal, região relacionada a este tipo de memória (Carvalho et al., 2014). 

O Mn está presente em níveis elevados nas preparações dietéticas (nutrição 

parenteral), utilizadas inclusive por recém-nascidos, e indivíduos que recebem tais dietas 

estão mais suscetíveis ao acúmulo indevido desse metal, bem como, pacientes com 

disfunção hepática (Bertinet et al., 2000; Aschner e Aschner, 2005; Aschner et al., 2009)  

Além disso, a exposição à altas concentrações de Mn está relacionada ao 

desenvolvimento de uma condição patológica denominada manganismo, cujos sintomas 

são semelhantes aos encontrados na Doença de Parkinson (DP) (Takeda, 2003). O 

desenvolvimento do manganismo tipicamente emerge da superexposição ocupacional a 

altos níveis de Mn nos fumos, i.e., profissionais soldadores, mineiros, trabalhadores em 

fundições, entre outros. Em consequência disso, observa-se o aparecimento de sintomas 

que incluem redução do apetite, cefaleia, bradicinesia, tremores, insônia, baixos níveis 

energéticos, resposta rápida reduzida, déficits intelectuais e de memória, alucinação e 

alterações de humor (Mergler et al., 1999; Pal et al., 1999; Aschner et al., 2005) Quando 

prolongada, esta exposição eventualmente ocasiona rigidez muscular, distonia e 

hipocinesia (Pal et al., 1999).  

A fisiopatologia da DP e os efeitos do Mn, por vezes dificultam o diagnóstico 

diferencial entre tais condições, pois os pacientes apresentam sintomas semelhantes. O 
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Mn especialmente acumula-se em algumas regiões encefálicas como núcleo caudado e 

putamen, globo pálido, substância negra e núcleo subtalâmico (Aschner et al., 1999; 

Dobson et al., 2004) .O fator diferencial parece ser um dano mais pronunciado no globo 

pálido quando há a superexposição ao Mn, o que não se verifica no Parkinsonismo 

(Figura 2) (Verity, 1999; Guilarte, 2010). Cinco principais fatores ocorrem especificamente 

na intoxicação por Mn incluindo (a) tremores de repouso menos frequentes, (b) distonia 

mais pronunciada, (c) maior propensão à quedas de costas, (d) resposta falha ao 

tratamento com levodopa (precursor da DA normalmente recomendado ao pacientes com 

DP) e (e) falência em reduzir a captação de fluorodopa pela tomografia por emissão de 

pósitrons (PET-SCAN) (Calne et al., 1994). Os indivíduos frente à exposição ao Mn, 

apesar de produzirem DA normalmente, apresentam limitações na liberação desse 

neurotransmissor, motivo pelo qual a L-dopa é pouco efetiva para o tratamento. Além 

disso, os comportamentos resultantes do manganismo estão muito mais relacionados à 

disfunção (problemas na liberação de DA) que propriamente do neurodegeneração do 

sistema dopaminérgico (Guilarte, 2010). No entanto, a severa redução do 

neurotransmissor DA está associada a ambas condições (Guilarte, 2010). 

 

Figura 2 – Regiões cerebrais onde ocorre acúmulo de Mn (A), sendo que o globo pálido (B, 

evidenciação nos retângulos) é uma região onde esse metal preferencialmente se localiza (C). Fator este 

determinante para a diferenciação entre o manganismo e à Doença de Parkinson. 

 

Fonte: Adaptado de Guilarte, 2010.  

 

A fisiopatologia da toxicidade induzida por Mn fundamenta-se em algumas 

hipóteses, ainda não totalmente compreendidas. As disfunções nos comportamentos 
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controlados por DA e o acúmulo desse metal nas regiões cerebrais específicas de 

inervação dopaminérgica reforçam o seu possível papel nos mecanismos inerentes a 

toxicidade do Mn. 

Uma das hipóteses baseia-se no aumento da formação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) pela via da formação de DA-o-quinona durante a redução de Mn3+ para 

Mn2+ na reação redox (Figura 3). Esta quinona e as EROs podem culminar na indução 

de morte dos neurônios dopaminérgicos resultante da exposição ao Mn (Farina et al., 

2013). Os mecanismos referentes ao dano causado tanto pela semi-quinona quanto pelo 

aminocromo no processo neurodegenerativo induzido por Mn incluem: (a) depleção de 

NADH e NADPH, (b) inibição enzimática pela oxidação de grupos tióis ou aminoácidos 

essenciais, (c) formação de EROs e (d) peroxidação lipídica. 

Dentro das células, o Mn acumula-se predominantemente nas mitocôndrias, 

especialmente como Mn2+. Isso implica em alterações na respiração oxidativa, resultando 

em elevada produção de EROs e culminando em disfunção mitocondrial (Gunter e 

Pfeiffer, 1990; Gavin et al., 1992). O radical superóxido (O2
•-), exemplo de EROs, pode 

ainda formar peróxido de hidrogênio (H2O2) pela atuação na matriz mitocondrial da Mn-

SOD, a qual apresenta Mn como seu cofator. Além disso, o Mn pode inibir diretamente a 

cadeia transportadora de elétrons, resultando na redução da produção de ATP, 

aumentando o escape de elétrons e a produção de O2
•- (Farina et al., 2013). 

 

Figura 3 – Oxidação da DA induzida por Mn. O Mn catalisa a autoxidação da DA pelas reações 

redox (Mn2+ e Mn3+) e gera EROs e o radical o-quinona ou catalisa a produção intraneuronal de H2O2, 

consequentemente levando ao dano oxidativo nos neurônios dopaminérgicos. 
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Fonte: Adaptado de Farina et. al., 2013. 

 

Um outro importante efeito decorrente do desequilíbrio nos níveis de Mn são as 

alterações no controle do metabolismo energético, já demonstrado em modelos animais 

como ratos e camundongos (Baly et al., 1990).  

O Mn tem sido há muitos anos relacionado ao desenvolvimento de aterosclerose 

e a exposição excessiva causou o aumento dos lipídios totais no plasma, fosfatidilcolina, 

colesterol, ésteres de colesterol, esfingomielina e triglicerídeos em bovinos (Jenkins e 

Kramer, 1991). Tal condição ainda gerou uma atividade insulino-mimética e aumentou na 

captação de glicose em adipócitos isolados de rato (Baquer et al., 2003; Ueda et al., 

1984).  

Recentemente, a exposição pré-natal ao Mn, ainda que em baixos níveis, foi 

associada à alta prevalência de neonatos com altos índices ponderais (Yu e Cao, 2013). 

Por outro lado, a deficiência de Mn relaciona-se com redução no peso corporal, 

peso de órgãos como o fígado, proteínas plasmáticas totais, lipoproteína de alta 

densidade (HDL), colesterol e apolipoproteina E em ratos (Klimis-Tavantzis et al., 1983; 

Kawano et al., 1987). Além disso, Baly e colaboradores mostrou que adipócitos isolados 

de ratos com deficiência dietética de Mn apresentavam redução na síntese de 

triglicerídeos em comparação aos animais que receberam níveis adequados do metal 

(Baly et al., 1990).  
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Legleiter e col. (2005) também verificaram alterações no metabolismo de lipídios 

em modelo bovino, sugerindo que a administração de altos níveis de Mn aos animais 

poderia ser uma boa estratégia para que os mesmos ganhassem peso mais rapidamente 

(Legleiter et al., 2005).  

 

1.2 O modelo experimental C. elegans  

 A crescente limitação no uso de animais vertebrados para pesquisa e as 

dificuldades de controlar o consumo/gasto energético de um certo modelo instigou-nos a 

buscar novas possibilidades. A exemplo disso, o nematoide saprófita não patogênico C. 

elegans, proposto como um modelo experimental a partir de 1963 pelo pesquisador sul-

africano Sydney Brenner, ganhou ênfase na comunidade científica em meados dos anos 

2000 quando finalmente seu genoma foi sequenciado e identificou-se uma homologia de 

60-80% aos genes humanos (Wood, 1988; Consortium, 1998; Kaletta e Hengartner, 

2006). Este pequeno verme (aproximadamente 1 mm quando adulto) pode ser 

encontrado no solo em várias regiões do mundo e em laboratório, servindo como 

ferramenta para avaliações de aspectos genéticos, farmacológicos, toxicológicos, em 

biologia molecular, entre outros (Donald, 1997).  

 Sua crescente aplicação como modelo experimental alternativo deve-se às 

inúmeras vantagens como a facilidade de cultivo em laboratório a baixos custos, onde os 

mesmos são armazenados em placas de petri contendo meio de crescimento para 

nematoides (NGM) semeadas com a bactéria Escherichia coli (E. coli) cepa OP50 como 

fonte nutricional.  

Avaliações de influências na longevidade e desenvolvimento são comuns no C. 

elegans, uma vez que atingem a maturidade com 2,5 dias a 25º C e apresentam um 

tempo de vida curto, cerca de 20 dias na temperatura acima citada. O ciclo de vida do 

animal compreende a um período de desenvolvimento embrionário (dentro do ovo), 

quatro estágios larvais (L1; L2; L3 e L4) e finalmente o adulto (Figura 4) 

(http://www.wormatlas.org/).  

 

Figura 4 – Ciclo de vida de C. elegans á 22 °C. O hermafrodita expele o ovo que, após sua eclosão, 

passa por quatro estágios larvais (L1, L2, L3 e L4) até chegar à fase adulta. Sob condições adversas, L1 

pode entrar em “pausa”. 

http://www.wormatlas.org/
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Fonte: Adaptado de: Wormatlas (2014). 

 

O ciclo de vida deste organismo inicia-se como uma única célula, que dá origem, 

através de divisões celulares repetidas, há 558 células que formam o pequeno verme 

dentro do ovo. Após eclodir, divisões posteriores resultam no crescimento e na maturação 

sexual do verme podendo gerar duas formas sexuais: macho e hermafrodita. A forma 

macho representa uma pequena porção da população de cerca de 0,1 %. O processo 

reprodutivo compreende à autofecundação do verme hermafrodita ou pela fecundação 

cruzada com macho, fato que influencia diretamente na proporção de filhotes gerados 

(em geral 300 para a autofecundação e até mil decorrentes do cruzamento). Deste 

cruzamento, temos uma população resultante de 50 % de animais também na forma 

sexual macho (Hope, 1999) 

Em condições adversas, tais como: escassez de alimento, estresse oxidativo e 

temperatura inadequada, a larva L1 do C. elegans pode entrar em um estágio alternativo 

de “pausa” chamado larva dauer. Neste estado, os animais minimizam expressivamente 

a atividade metabólica e tornam-se altamente resistentes ao estresse, com capacidade 

de sobreviver por longos períodos de várias semanas até meses (Figura 4 

(http://www.wormatlas.org/). 

Além disso, o C. elegans apresenta um pequeno número de células (959 células 

no hermafrodita e 1031 nos machos) e a sua transparência possibilita a visualização da 
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organização anatômica interna e aquisição de imagens frente à marcação fluorescente 

de determinadas biomoléculas. 

Os estudos relacionados à genética desse nematoide são os mais expressivos em 

números e fomentam o desenvolvimento de inúmeras cepas transgênicas, aplicadas na 

verificação do papel de determinados genes em uma expressão de fenótipo diferenciado, 

na regulação de vias metabólicas, de reprodução, inclusão de genes codificadores de 

proteínas fluorescentes para visualização de neurônios específicos, inclusão de genes 

de proteínas (β-amiloide) para o desenvolvimento de modelo experimental para doenças 

humanas, entre outros (Wu e Luo, 2005).  

 

1.2.1 O nematoide C. elegans nas investigações da toxicidade do Mn 

 O Mn como um xenobiótico já foi previamente avaliado no modelo experimental C. 

elegans. O Mn acumula-se, em condições padrão de cultivo, próximo aos primeiros pares 

de células intestinais, cuja concentração foi estimada em 38 μM. O questionamento de 

como o verme consegue manter uma alta concentração desse metal nas células, sem 

gerar toxicidade ainda permanece sem uma resposta conclusiva (Figura 7) (Mccoll et al., 

2012).  

 

Figura 7 – Localização do metal Mn no verme C. elegans por tomografia elementar (Scanning x-

ray Fluorescence Tomography). 

 

Fonte: Adaptado de McColl et al., 2012. 

 

As proteínas envolvidas com a captação do Mn e as vias relacionadas à toxicidade 

deste metal estão presentes no C. elegans, i.e., a família de transportadores de metais 

NRAMP/DMT (Au et al., 2009). 

Dentre os efeitos tóxicos observados estão a indução de formação de EROs no 

verme e reduzir o tempo de vida do verme quando exposto no estágio larval L1 

(Benedetto et al., 2010; Wollenhaupt et al., 2014). Além disso, foi capaz de aumentar os 

níveis proteicos de DAF-16, superóxido dismutase e proteína quinase B (AKT) (Avila et 
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al., 2016). O fungicida Mancozeb, que contém Mn na sua composição, foi associado à 

redução da postura de ovos em C. elegans (Brody et al., 2013). Somado a isso, 

exposições prolongadas ao Mn estão associadas a déficits no desenvolvimento e 

reprodução, provavelmente gerados pelo dano oxidativo induzido por este metal (Xiao et 

al., 2009). 

Benedetto e col. compararam a neurotoxicidade induzida por Mn em vários tipos 

neuronais do verme, dentre estes: dopaminérgicos, gabaérgicos, colinérgicos e 

neurônios quimiosensoriais. A neurodegeneração foi apenas observada nos neurônios 

dopaminérgicos e tal efeito foi dependente do transportador de DA, DAT-1 (Benedetto et 

al., 2010).  

 

1.2.2 O metabolismo de lipídios no C. elegans 

Dado o número de fatores que convergem associadamente para armazenamento 

e consumo de energia, faz-se necessário a compreensão do processo de absorção de 

nutrientes, armazenamento, sua distribuição e regulação. Tais informações são 

altamente relevantes uma vez que o desequilíbrio em qualquer passo da via metabólica 

pode tornar-se incisivo no desencadeamento de distúrbios metabólicos, tais como 

diabetes, obesidade, aterosclerose e envelhecimento acelerado. A obesidade ou ganho 

excessivo de peso é uma questão de grande preocupação, pois grande parte do aumento 

desta condição é impulsionado por alterações na captação de nutrientes, na sua 

distribuição e forma de acúmulo (Hashmi et al., 2013). 

A obesidade, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), define-se pelo 

acúmulo excessivo de gordura corporal, a qual pode acarretar inúmeros danos à saúde 

dos indivíduos (WHO, 2015). No Brasil, a prevalência de sobrepeso já acomete cerca de 

50 % da população (IBGE, 2010; Malta et al., 2014). A obesidade nas capitais brasileiras, 

em 2013, já chegava a 17,5 % (Malta et al., 2014). Várias são as hipóteses que fomentam 

as explicações para o crescimento mundial da obesidade, desde fatores econômicos, 

sociais, mudanças de hábitos e fatores biológicos (Walts et al., 2008; Malta et al., 2014). 

Dentre as inúmeras vantagens do modelo C. elegans, certamente a conservação 

das vias do metabolismo lipídico amplia demasiadamente a viabilidade de estudos 

considerando substâncias que venham a alterar a dinâmica dessas vias (Walts et al., 

2008).  
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Faz-se necessário, no entanto, evidenciar algumas das diferenças encontradas no 

verme, assim como em outros modelos experimentais. O C. elegans, não apresenta um 

tecido funcionalmente direcionado para o acúmulo dos lipídios. Os mesmos são 

depositados na forma de triglicerídeos (TGA) em gotículas lipídicas localizadas nas 

células intestinais (o intestino vem sendo também denominado víscera, uma vez que não 

exerce apenas a função intestinal), hipoderme (camada celular localizada abaixo da 

cutícula) e gônadas.  

Como os mamíferos, o verme também adquire gordura para reserva através da 

nutrição e da biossíntese de lipídeos. Entre os lipídios sintetizados pelo verme estão 

ácidos graxos poli-insaturados, ácidos graxos de cadeia ramificada (monometil), 

ceramidas, fosfolipídios, lipoproteínas e transportadores (Zhang et al., 2013). Todavia, o 

C. elegans não realiza a síntese de colesterol, necessitando de suplementação exógena 

quando cultivado em laboratório (Kurzchalia e Ward, 2003).  

O verme apresenta um percentual elevado de genes relacionados ao metabolismo 

de lipídios e ortólogos aos genes humanos, aproximadamente 72 %. Substancialmente 

maior que o observado em outros modelos invertebrados como Drosophila melanogaster, 

cerca de 58 % (Zhang et al., 2013). Apesar dos inúmeros mapeamentos genéticos 

apontando genes provavelmente relacionados ao metabolismo de lipídios, apenas uma 

pequena parte tem sido caracterizada bioquimicamente quanto a sua efetiva função no 

nematoide (Zhang et al., 2013). 

Outra grande discussão no meio científico gira em torno da utilização de 

marcadores para evidenciar e quantificar as reservas lipídicas no verme. Muitos são as 

possibilidades de marcadores já bastante estabelecidas, como Nile red, BODIPY, Oil red 

O, entre outros. Alguns já foram descartados devido à atuação per se na regulação do 

acúmulo lipídico, como por exemplo os marcadores Quantum dots (Wu et al., 2016). 

Alguns trabalhos têm mostrado que as marcações fluorescentes por Nile red não são 

eficientes para a verificação da maioria das gotículas lipídicas de acúmulo, ao passo que 

o método de marcação por Oil red O, pós fixação, é mais eficaz para evidenciar tais 

acúmulos (O'Rourke et al., 2009).  

Em relação ao aproveitamento dos lipídios provenientes da dieta, o verme 

apresenta células intestinais do tipo epitelial colunar polarizada, com a membrana apical 

voltada para o lúmen intestinal responsáveis pela secreção de lipases e peptidases 
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digestivas, além de apresentarem superfície rica em microvilosidades que contribuem 

para a absorção de nutrientes (Mullaney e Ashrafi, 2009). Em especial, o transporte de 

lipídios para o interior das células do verme pode ocorrer tanto através de difusão pela 

membrana celular quanto por transporte ativo (Watts, 2009).  

Além disso, o C. elegans, diferentemente dos mamíferos, é capaz de sintetizar 

ácido linoleico (18:2n6) e linolênico (18:3n3) (Watts, 2009).  

 Uma das principais formas de fornecimento de energia no verme, o catabolismo 

de ácidos graxos, ocorre nas mitocôndrias e peroxissomos (Reddy e Hashimoto, 2001). 

Relacionado a este processo, o verme conserva genes codificadores de enzimas lipases, 

algumas das quais o papel metabólico já foi esclarecido (K08B12.1, ATGL-1, K04A8.5, 

HOSL-1, LIPS-7, FIL-1, FIL-2, e F01G10.7) (Elle et al., 2010). 

  Além da ingesta alimentar e a influência da atividade comportamental sobre o 

gasto energético, o nematoide apresenta um sistema endógeno de controle da dinâmica 

de acúmulo lipídico. 

Muitos trabalhos têm procurado demonstrar que a regulação do perfil lipídico no 

C. elegans dá-se por intermédio de alguns genes, bem como por influência 

neuroendócrina (Elle et al., 2008). Ashrafi e col. (2003), após screening com RNA de 

interferência, identificaram 305 genes relacionados à redução dos depósitos de gordura 

e 112 gerando aumento do acúmulo lipídico após redução da expressão gênica (Ashrafi 

et al., 2003). Recentemente, um novo screening com RNA de interferência utilizando o 

método de quantificação de lipídios sem marcação através de espalhamento Raman 

estimulado detectou novos genes responsáveis pelo controle de acúmulo lipídico (Wang 

et al., 2011).  

Um dos genes identificados como responsável pelo controle lipídico no C. elegans 

é o fator de crescimento semelhante à insulina (insulin/IGF-I like). Frente a condições 

ambientais propícias ao crescimento e reprodução, o receptor de insulina (DAF-2) é 

ativado por ligantes insulina-like; isto ativa a enzima fosfoinositol-3-quinase (AGE-1) que 

gera fosfoinositol-trifosfato (PIP3) e recruta AKT-1, AKT-2, SGK-1 e PDK-1 para a 

membrana plasmática. Por fim, esta cascata de fosforilações ocasiona a fosforilação e 

inativação por sequestro citoplasmático de DAF-16, ortólogo do fator de transcrição 

“Forkhead” da família da FoxO, impedindo a transcrição de genes sob seu controle 
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(Figura 5) (Dorman et al., 1995; Kimura et al., 1997; Ogg et al., 1997; Paradis e Ruvkun, 

1998; Nemoto e Finkel, 2004; Lin et al., 2005; Gami et al., 2006).  

 

Figura 5 – Via de sinalização do fator de transcrição DAF-16 em C. elegans. 

 

Fonte: Adaptado de Nemoto & Toren Finkel, 2004. 

 

Estudos demonstram que frente a uma perda genética ou não atividade do DAF-2 

(situação em que há ativação nuclear do DAF-16), ocorre um aumento no acúmulo 

lipídico em vermes no estágio larval L4, o que se deve ao aumento na síntese de novo e 

na captação de ácidos graxos (Kimura et al., 1997; Perez e Van Gilst, 2008). Na larva 

dauer, o fator de transcrição DAF-16, quando ativado, induz acúmulo de gordura e 

suprime a lipólise; fenótipo este observado também na restrição alimentar ((Ashrafi et al., 

2003; Murphy et al., 2003; Narbonne e Roy, 2009).  

O acúmulo e utilização da gordura no C. elegans é dependente também da 

proteína ativada por AMP, fatores de transcrição como a proteína de ligação ao elemento 

de resposta ao esterol (SREBP), proteínas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBP), 

fator de transcrição Krüppel-like e proteína ligante ao elemento de resposta do AMP 

(CREB) (Long et al., 2002; Mckay et al., 2003; Apfeld et al., 2004; Jia et al., 2004; Yang 
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et al., 2006; Jones et al., 2009; Zhang et al., 2009). A mutação no gene let-363 causou o 

aumentado nas reservas lipídicas do verme (Jones et al., 2009). Aliado a isso, a família 

dos receptores nucleares de hormônios (NHR) também está relacionada ao metabolismo 

de lípides, já que a redução da expressão ou deleção do gene nhr-49 relaciona-se a 

elevação da quantidade de gordura estocada no animal (Ashrafi et al., 2003; Van Gilst et 

al., 2005)  

O controle exercido por neurotransmissores como serotonina (5-HT) e DA também 

é apontado como fator regulador das reservas lipídicas no verme (Ashrafi et al., 2003; 

Barros et al., 2014). 

No C. elegans, a liberação de 5-HT ativa receptores serotoninérgicos acoplados a 

proteína G. Estudos demonstram que vermes incapazes de sintetizar este 

neurotransmissor por prejuízo na função de tph-1 apresentam reduzida taxa de 

alimentação e acúmulo lipídico (Sze et al., 2000; Ashrafi et al., 2003). Por outro lado, 

vermes expostos exogenamente à DA apresentaram redução das reservas lipídicas, 

principalmente devido à regulação por este neurotransmissor na β-oxidação (Barros et 

al., 2014). Sendo assim, 5-HT e DA parecem ter efeitos antagônicos na sinalização do 

acúmulo lipídico.  

O Mn já foi associado à destruição dos neurônios dopaminérgicos em C. elegans 

(Benedetto et al., 2010) e este fato nos levou a hipotetizar se tal efeito poderia gerar 

alterações nas reservas lipídicas, uma vez que a controle do acúmulo lipídico dá-se 

também pela via dopaminérgica no verme.  

 

1.2.3 Vitelogeninas no transporte lipídico e na reprodução do C. elegans 

Uma das prováveis consequência da inefetividade do transporte de lipídios para a 

formação do vitelo é o prejuízos dos processos reprodutivos no C. elegans. Em relação 

à utilização e localização das reservas de gordura, o transporte exerce papel fundamental 

nesta relação.  

O C. elegans, assim como muitas espécies de ovíparos, apresenta proteínas do 

vitelo ou vitelogeninas (VITs) e seus lipídios associados, as quais são importantes fontes 

nutricionais para o desenvolvimento dos embriões (Fagotto, 1995). Dentre elas, 

destacam-se YP170, YP115 e YP88. Seis genes são responsáveis pela codificação das 

VITs no C. elegans, sendo que vit-1, -2, -3, -4 e -5, contribuem para a formação da YP170, 
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a principal proteína do vitelo. Já as proteínas YP115 e YP88 são codificadas pelo gene 

vit-6.  

Apesar do verme não apresentar as lipoproteínas humanas, as VITs do C. elegans 

são homólogas da ApoB-100 humana, importante componente da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) (Baker, 1988; Spieth et al., 1991), e assim como ApoB-100, elas 

medeiam o transporte de colesterol (Matyash et al., 2001). 

A síntese das VITs YP170, YP115 e YP88 ocorre nas células intestinais do 

hermafrodita a partir do estágio larval L4 e secretadas na cavidade corporal (Kimble e 

Sharrock, 1983). Em seguida, são internalizada nos oócitos maduros via receptor-

mediado por endocitose do receptor RME-2/LDL que localiza-se em vesículas (Grant e 

Hirsh, 1999). As VITS são importantes fontes de lipídios para a formação do embrião, 

especialmente devido ao transporte de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) para o 

embrião (Edmonds et al., 2010; Depina et al., 2011; Van Rompay et al., 2015). 

 Vários fatores têm sido associados à regulação da expressão das VITs em C. 

elegans, como condições de estresse, exposição à metais pesados (cádmio), hormônios 

e fatores de transcrição como o DAF-16 (Novillo et al., 2005; Shaw et al., 2007; Fisher et 

al., 2012). Sabe-se que ambos genes vit-2 e vit-5 têm a expressão reduzida nos vermes 

knockdown para daf-2 e expressão aumentada nos vermes knockdown para daf-16 

(Figura 6) (Murphy et al., 2003; Edmonds et al., 2010). 

 

Figura 6 - DAF-16 promove a biossíntese intestinal de PUFAs devido ao aumento da expressão de 

genes de gordura e inibição da formação do complexo de lipoproteínas formadoras do vitelo, necessárias 

para o transporte de tais lipídios para os oócitos. 

 

Fonte: Adaptada de Edmonds et al., 2010. 
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 Existem várias evidências que a exposição a alguns metais pode gerar defeitos na 

reprodução do verme, cujos ovos acabam por acumular-se no interior dos nematódeos e 

alguns efeitos tóxicos podem ser inclusive observados na prole de vermes progenitores 

previamente expostos (Wang e Yang, 2007; Wang e Wang, 2008). O cloreto de mercúrio 

(HgCl2) em certas concentrações é um dos metais que estão relacionados à redução do 

tamanho da prole e alteração no tempo de maturidade sexual dos vermes (Guo et al., 

2009). 

 

1.2.4 Comportamentos e a sinalização de neurotransmissores no verme 

 O C. elegans apresenta inúmeros fenótipos comportamentais, principalmente 

evidenciados frente a modificações genéticas (knockout e knockdown), indução de 

toxicidade, condições de estresse e alterações na sinalização neuronal (Kaletta e 

Hengartner, 2006). De todos os sistemas, o mais complexo e excepcionalmente bem 

definido é o neuronal no qual 302 células (os machos possuem 89 células neurais 

adicionais) estão envolvidas em cerca de 5.000 sinapses e determinam diversos 

comportamentos. O verme utiliza pequenas moléculas neurotransmissoras como 

acetilcolina (ACh), ácido δ-aminobutírico (GABA), óxido nítrico (NO), glutamato e as 

aminas biogênicas octopamina (OA), tiramina (TA), 5-HT e DA (Brownlee e Walker, 

1999).  

  O estímulo para a ovoposição e batimento faríngeo ocorrem principalmente por 

influência da 5-HT (Horvitz et al., 1982). A contagem das pulsações faríngeas são 

observadas quando o nematoide C. elegans encontra-se sobre a bactéria fazendo a 

ingesta da mesma, sendo que a verificação de tal comportamento pode ser 

representativo da taxa de alimentação deste verme (Avery e You, 2012). Como já 

mencionado, a 5-HT também cumpre importante papel regulatório sobre o metabolismo. 

Já a OA, equivalente da noradrenalina nos vermes, quando exogenamente administrada 

causa alterações na locomoção e reduz o batimento faríngeo, ovoposição e defecação 

(Horvitz et al., 1982). A TA pode reverter, quando administrada exogenamente, o 

aumento dos batimentos faríngeos induzidos pela 5-HT, além de diminuir a ovoposição e 

influenciar no movimento exploratório (Alkema et al., 2005).  

A DA, por sua vez, modula a plasticidade comportamental pelo controle da área 

de movimento exploratório, bem como, da frequência em que os vermes retornam para 
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a o local onde está a bactéria após entrarem em uma região da placa desprovida de 

alimento (Hills et al., 2004). A DA também inibe a locomoção e a ovoposição, além de 

reduzir o acúmulo lipídico (Horvitz et al., 1982; Barros et al., 2014). O sistema 

dopaminérgico do verme é composto por oito neurônios, incluindo um par de neurônios 

deirídios anteriores (ADE) e dois pares de neurônios cefálicos (CEP) ambos localizados 

na cabeça, além de um par de neurônios pós-deiridios (PDE) na cauda. Os machos ainda 

apresentam neurônios dopaminérgicos adicionais na cauda. Tais neurônios podem ser 

facilmente visualizados pela expressão de Pdat-1::GFP, que direciona especificamente a 

expressão de proteína verde fluorescente (GFP) nos neurônios dopaminérgicos.  

Até o momento, foram identificados cinco receptores dopaminérgicos no C. 

elegans, sendo quatro ortólogos a receptores em mamíferos: DOP-1, DOP-2, DOP-3, 

DOP-4 e LGC-53 (Chase e Koelle, 2007; Ringstad et al., 2009). Estudos mais recentes 

têm apresentado o gene dop-5 como possível codificador de receptor dopaminérgico 

(www.wormbase.org). Além disso, o gene Cat-2 codifica a proteína responsável pela 

formação do L-DOPA a partir do aminoácido tirosina, sendo essa enzima ortóloga da 

tirosina hidroxilase em mamíferos. O gene cat-1 codifica a proteína responsável pelo 

transporte de DA do citosol para vesículas sinápticas. O sistema dopaminérgico também 

é composto por um transportador de DA, codificado pelo gene dat-1, responsável pela 

redução da concentração de DA na fenda sináptica sinalizando o térmico da transmissão 

dopaminérgica no verme (Nass et al., 2002).  

 Quando os mesmos sofrem processo de neurodegeneração ou prejuízo no 

neurodesenvimento, observam-se punctas (rarefações na fluorescência nos 

prolongamentos neuronais), retração no corpo neuronal, perda nos dendritos e corpo 

celular nos 4 CEPs e 2 ADEs no hermafrodita (Chen et al., 2015). 

Uma vez que o Mn interfere no sistema dopaminérgico do C. elegans, sistema este 

responsável pelo controle da plasticidade lipídica, instigamo-nos a investigar se o referido 

metal poderia também alterar o acúmulo de lipídios, o comportamento reprodutivo e a 

viabilidade neuronal. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

Verificar os efeitos do Mn sobre o acúmulo de lipídios, comportamento e as vias 

envolvidas nesse processo em C. elegans.  

 

2.2 Objetivos específicos: 

2.2.1 Determinar os efeitos do cloreto de Mn (MnCl2) sobre o acúmulo de 

lipídios no verme e as vias envolvidas na sua regulação. 

2.2.2 Avaliar a atuação do MnCl2 sobre a reprodução do C. elegans e na 

vitelogênese. 

2.2.3 Verificar o papel do MnCl2 na expressão de genes envolvidos no controle 

da reprodução no verme. 
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3. Manustrito 1:  

 

Este manuscrito foi submetido à revista Toxicology research e aguarda em processo 

de revisão. 
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4. Artigo 1:  

Este artigo foi aceito para publicação da revista Life Science. 

 

 

Reversible reprotoxic effects of manganese through DAF-16 transcription 

factor activation and vitellogenin downregulation in Caenorhabditis elegans. 
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5.  Discussão 

  

A indiscutível importância fisiológica do metal Mn, faz indispensável sua presença 

como componente nutricional diário. Por outro lado, a exposição excessiva ao Mn 

apresenta-se como um fator eminente na atualidade quando observamos o foco dos 

estudos relacionados a esse metal. Quando consideramos as questões metabólicas a 

respeito do excesso de Mn, muitas ainda permanecem inconclusivas, principalmente 

quanto às vias de atuação deste metal que ocasionam tais efeitos sobre a dinâmica de 

acúmulo lipídico (Jenkins e Kramer, 1991; Legleiter et al., 2005; Zalevsky et al., 2009).  

 As avaliações metabólicas são sempre desafiadoras, pois o controle entre ingesta 

alimentar e demanda energética perfaz-se, por vezes, um fator limitante quando tais 

estudos são realizados nos modelos experimentais tradicionais. Nesse aspecto, o C. 

elegans é uma ferramenta valiosa para tais estudos, já que conserva inúmeras vias 

metabólicas, é facilmente cultivável e é um bom indicador em estudos de toxicidade.  

 Este trabalho avaliou o Mn quanto ao seu potencial em aumentar o acúmulo de 

gordura e níveis de TGA no verme acima citado. Efeito semelhante pode ser previamente 

observado em outros modelos experimentais como bovinos, nos quais o Mn aumentou o 

nível de lipídios totais no plasma, fosfatidilcolina, colesterol e TGA (Jenkins e Kramer, 

1991). Em humanos expostos no período pré-natal, há uma predisposição à ocorrência 

de neonatos com alto índice ponderal (Yu e Cao, 2013). Já a deficiência de Mn, tem 

acarretado efeitos contrários no metabolismo de lipídios, como a redução no peso 

corporal e de órgãos, redução de colesterol HDL e apolipoproteina E em ratos (Klimis-

Tavantzis et al., 1983; Kawano et al., 1987). Além disso, Baly e col. (1990) mostraram 

que adipócitos isolados de ratos, cuja dieta era deficiente em Mn, apresentaram síntese 

reduzidas de TGA em comparação aos ratos que recebiam níveis adequados de Mn (Baly 

et al., 1990).  

Nossos resultados apontam uma redução da atividade metabólica induzida por Mn 

como reflexo da diminuição no consumo de oxigênio, talvez por tornar lento os processos 

catabólicos no verme. Neste aspecto, outros estudos têm mostrado que o Mn reduz o 

metabolismo energético in vivo e in vitro, incluindo diminuição na atividade das enzimas 
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mitocondriais, no potencial de membrana, na produção de ATP, principalmente por este 

metal acumular-se intracelularmente na mitocôndria (Gunter et al., 2009).  

O envolvimento da mitocôndria em muitos aspectos do metabolismo intermediário, 

incluindo na β-oxidação de lipídios torna a sua atividade muito importante para manter a 

homeostase energética, a qual pode estar sendo alterada por Mn no C. elegans. 

Inúmeros mecanismos controlam a atividade metabólica no verme e refletem a 

intensidade de alguns comportamentos executados pelo C. elegans como o batimento 

faríngeo, que representa a frequência de alimentação; os ciclos entre as defecações e o 

movimento corporal em relação aos principais gastos de energia (Avery e You, 2012). 

Dentre estes, nossos dados apontam que o Mn reduziu apenas o batimento faríngeo, fato 

que poderia ter duas considerações relevantes: a primeira é que o meio contendo bactéria 

e o Mn não seriam palatáveis ao verme e a segunda seria devido a alterações nos 

sistemas responsáveis pelo controle funcional da faringe. As contrações dos músculos 

da faringe são principalmente regulados por sinalização serotoninérgica no verme 

(Horvitz et al., 1982). Estudos mostram que a DA, cujos níveis foram fortemente reduzidos 

frente ao tratamento com Mn em nosso trabalho, altera os níveis de 5-HT por atuar nos 

receptores dopaminérgicos DOP-5. Vermes com redução na expressão de dop-5 por 

RNA de interferência apresentaram redução no batimento faríngeo e prole 

(www.wormbase.org). Isto reforça que o Mn, como um depletor de DA, poderia estar 

alterando este comportamento via sistema dopaminérgico. Além disso, a DA no C. 

elegans é um neurotransmissor bastante relacionado ao direcionamento do verme para 

o alimento (Sawin et al., 2000). Tais reduções nos níveis de DA podem ter ocorrido devido 

a sua oxidação pelo Mn, o que já foi reportado em outros trabalhos e inclusive associado 

como um dos principais fatores responsáveis pela toxicidade desse metal (Donaldson et 

al., 1982).  

A DA está implicada a outras funções como neuromoduladora no C. elegans, como 

habituação a estímulos mecânicos (Sanyal et al., 2004) e transições entre os 

comportamentos de rastejamento e nado (Vidal-Gadea et al., 2011). No C. elegans, Mn 

seletivamente afeta os neurônios dopaminérgicos quando exposto no primeiro estágio 

larval (L1) (Benedetto et al., 2010). Esta via tem sido amplamente atribuída aos sintomas 

do manganismo em humanos (Mena et al., 1967; Cook et al., 1974; Barbeau, 1984). No 

entanto, no presente estudo não verificamos alterações na viabilidade dos neurônios 
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dopaminérgicos frente ao tratamento com Mn. Somado a isso, avaliações mais recentes 

sobre o Mn trazem novas discussões a respeito da morte neuronal e a superexposição 

ao Mn, considerando que há na realidade uma disfunção do sistema dopaminérgico e 

não propriamente a morte de tais neurônios (Guilarte, 2010). 

Recentemente, Barros e col. (2014) demonstraram que DA também atua na 

regulação do metabolismo de lipídios através da β-oxidação e receptores dopaminérgico 

no C. elegans. A exposição exógena dos vermes à DA induziu uma redução no conteúdo 

lipídico (Barros et al., 2014).  

Frente a este resultado, nossa primeira hipótese para a atuação do Mn foi a via 

dopaminérgica. Os vermes mutantes dop-1::dop-4 quando expostos ao Mn, 

apresentaram níveis ainda mais pronunciados de TGA neste estudo. Este mesmo 

mutante foi resistente à redução lipídica induzida pela DA exógena sugerindo sua 

influência no controle dopaminérgico sobre o acúmulo de gordura (Barros et al., 2014). 

Entretanto, os mutantes dop-1, cujos níveis de TGA são normalmente mais altos que nos 

vermes selvagens, não apresentaram alterações em tais níveis após a exposição ao Mn. 

Estes resultados sugerem um envolvimento da via dopaminérgica no acúmulo lipídico no 

nematoide C. elegans. 

Outros sistemas como os fatores de transcrição SBP-1 e NHR-49 e a proteína 

Rictor/TORC2 (let-363) também participam da regulação do acúmulo lipídico (Watson e 

Walhout, 2014). SBP-1 é um homólogo conservado no C. elegans do fator de transcrição 

SREBP-1c (proteínas ligantes de elemento regulatório de esterol) presente nos 

mamíferos. Na ausência do gene sbp-1, os vermes exibem retardo no crescimento, 

redução nos níveis lipídicos, expressão de genes relacionados à síntese de lipídios 

alterada (Ashrafi et al., 2003; Kniazeva et al., 2003; Mckay et al., 2003; Ashrafi, 2007). 

Verificamos que o Mn induziu um aumento na expressão de sbp-1, bem como aumentou 

os níveis lipídicos corroborando com os resultados encontrados nos mutantes para o 

mesmo gene. Os efeitos do Mn sobre a expressão desse gene foi transitória e não 

verificada 24 h após a retirada do tratamento.  

Além disso, testamos a via do TOR (proteína alvo da rapamicina) que apresenta 

um representante homólogo no C. elegans, o Rictor (CeRictor, let-363) (Sarbassov et al., 

2005; Bhaskar e Hay, 2007; Jones et al., 2009). O vermes mutantes para o let-363 

apresentam níveis aumentados no acúmulo de lipídios (Jones et al., 2009). Nós 
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verificamos que o Mn reduziu a expressão de let-363 enquanto aumentou os níveis de 

TGA, níveis estes que estavam equivalentes aos do grupo controle controle após 24 h da 

retirada da exposição. Quanto à expressão do fator de transcrição nhr-49, não 

observamos quaisquer alterações significativas geradas pelo Mn. Infelizmente, não foi 

possível fazer quantificações lipídicas nas 24 h posteriores ao tratamento, pois as a 

diferença no número de ovos entre os grupos poderiam interferir nos resultados já que 

existe elevado conteúdo lipídico compondo o vitelo (Gubert et al., 2016). 

De maneira conjunta, estes resultados indicam que os efeitos do Mn em alterar o 

acúmulo lipídico não dependem apenas da via dopaminérgica, mas de outras vias 

incluindo o fator de transcrição SBP-1 e o complexo proteico Rictor/TORC2. 

Outro importante resultado neste trabalho refere-se ao atraso na produção de ovos 

e ovoposição do C. elegans causada pela exposição ao Mn. Os invertebrados, quando 

apresentam grande disponibilidade energética, comumente destinam parte do excesso 

de energia para a produção de ovos. Ao verificar o excesso de acúmulo de lipídios, 

esperávamos que houvesse um consequente aumento na produção de ovos. Isso não foi 

observado nos vermes tratados com Mn. Verificamos ainda que houve um prejuízo no 

transporte de lipídios executado no C. elegans pelas VITs, as quais levam os lipídios do 

intestino para as gônadas onde farão parte da composição do vitelo.  

Lipídios e proteínas presentes no vitelo são fontes nutricionais importantes para o 

desenvolvimento embrionário no C. elegans. Este verme apresenta as vitelogeninas 

YP170, YP115 e YP88 que são homólogas das VIT de vertebrados e ApoB-100, a 

principal componente da LDL em mamíferos (Baker, 1988; Spieth et al., 1991). Acredita-

se que o transporte e endocitose do vitelo ocorra por vias semelhantes as utilizadas pela 

LDL nas células somáticas (Goldstein et al., 1985; Schneider, 1996) . Neste âmbito, 

estudos prévios relatam que o Mn causa alterações nas lipoproteínas de ratos, cujos os 

mecanismos ainda não estão bem estabelecidos (Klimis-Tavantzis et al., 1983). Na 

tentativa de esclarecer alguns mecanismos, principalmente relacionados aos efeitos do 

Mn, utilizamos o C. elegans para observar o perfil de modificações nas VITs e as 

consequências no comportamento reprodutivo. 

 Apesar do atraso na produção de ovos, especialmente durante o primeiro dia de 

adulto, os vermes tratados com o Mn conseguiram recuperar-se e produzir uma progênie 

em número equivalente ao grupo controle. Embora Lin e col. (2006) tenham mostrado 
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resultados semelhantes aos nossos, alguns trabalhos apresentam resultados contrários, 

mostrando que o Mn causaria redução na prole total (Lin et al., 2006). Vale ressaltar que 

estes estudos usaram períodos de exposição mais prolongados ou repetidos. 

A vitelogênese no C. elegans é um dos processos mais dispendiosos 

energeticamente, demandando nutrientes do intestino para a formação do vitelo. As VITs 

são formadas no verme a partir da expressão de seis genes (Spieth et al., 1985). 

Tomando isso como ferramenta, observamos uma redução na expressão do vit-2 através 

da cepa transgênica vit-2p::vit-2::gfp após a exposição ao Mn. Além disso, os níveis de 

mRNA apresentaram-se reduzidos tanto para VIT-2 quanto para VIT-6 logo após o 

tratamento. Essa diminuição da fluorescência dos níveis de mRNA não foram diferentes 

do controle para as próximas 24 h de remoção do tratamento com o Mn. Dessa forma, 

verificamos que mesmo os vermes tratados com o Mn após um tempo fora da exposição, 

foram capazes de recuperar os níveis de mRNA dos genes codificadores das VITs e a 

produção de progênie equivalentes aos dos vermes não tratados.  

A sinalização pelo fator de transcrição DAF-16 e o transporte de lipídios estão 

proximamente relacionadas à atividade das VITs. O transporte realizado por tais 

lipoproteínas é reprimido após o translocamento do DAF-16 do citoplasma para o núcleo 

(Fischer et al., 2013). Nossos resultados mostram que o Mn não só reduziu a transcrição 

de VIT, mas também induziu o translocamento nuclear do DAF-16, o qual corresponde à 

sua forma ativada (Henderson e Johnson, 2001). O daf-16, ortólogo ao fator de 

transcrição mamífero Forkhead box O (FoxO) sofre regulação da cascata do DAF-2 

quinase. A ativação dessa cascata leva à fosforilação e ancoramento do DAF-16 no 

citoplasma. Por outro lado, a redução nessa sinalização causa a desfosforilação do DAF-

16 e o seu translocamento para o núcleo da célula onde regulará a transcrição de vários 

genes (Henderson e Johnson, 2001; Lin et al., 2001). Muitos desses genes controlados 

pela ativação do DAF-16 estão os relacionados a processos fisiológicos como: 

metabolismo, longevidade e resposta imune; sendo a via do DAF-16 uma das mais 

estudadas no verme C. elegans (Tullet et al., 2014).  

A ativação do DAF-16 têm sido apontado como um fator supressor da vitelogênese 

em níveis transcripcionais (Depina et al., 2011). Em nosso estudo, verificamos a transição 

desse fator de transcrição para o núcleo frente à exposição ao Mn. Além disso, 
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verificamos que o efeito gerado pelo Mn na reprodução foi transitório e completamente 

revertido após 24 h (vermes com 1 dia de adulto).  

Considerando os efeitos observados dos Mn sobre o acúmulo lipídico e a inibição 

na vitelogênese, sugerimos que o Mn exerceu uma sinalização que direcionou o verme 

para um maior acúmulo de gorduras e impediu que as mesmas fossem transportadas 

para as gônadas através das VITs. Tais efeitos podem estar relacionados à ação 

regulatória de genes como o let-363, sbp-1, daf-16, vit-2, vit-6; bem como decorrente da 

sinalização dopaminérgica através da ação conjunta dos receptores dop-1;dop-4 (Figura 

8, Manuscrito 1). 

 

Figura 8 – Mecanismo sugerido pelo qual o Mn pode aumentar o acúmulo lipídico e reduzir a 

produção de ovos. Mn reduziu a expressão de let-363 e aumentou a de sbp-1, ambos efeitos sinalizam 

para o aumento do acúmulo de gordura. Além disso, Mn reduziu a sinalização por DA e possivelmente 

houve o envolvimento dos receptores dop-1; dop-4. Isto também poderia explicar a redução no batimento 

faríngeo. As VITs, lipoproteínas que transportam os lipídios que formarão o vitelo para suprir o 

desenvolvimento dos embriões, tiveram sua expressão e síntese inibidas por Mn. Este efeito pode ter 

ocorrido em consequência a regulação por DAF-16, fator de transcrição que foi ativado pela exposição ao 

Mn. Como resultado, Mn induziu a redução na produção de ovos. 
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6.  Conclusão  

O Mn tem sido amplamente estudado quanto aos efeitos observados no 

manganismo e sua, ainda indefinida, relação com a doença de Parkinson. Neste estudo 

trouxemos uma nova abordagem considerando as associações do Mn com o 

metabolismo de lipídios. Utilizando o C. elegans como ferramenta experimental, 

verificamos um aumento no acúmulo de lipídios, redução na atividade metabólica e 

redução nos comportamentos reprodutivos e batimento faríngeo. Além disso, o Mn 

reduziu os níveis de DA sem alterar a viabilidade os neurônios dopaminérgicos. Tais 

efeitos metabólicos, podem estar relacionados com a sinalização de receptores 

dopaminérgicos e outros genes relacionados ao controle do acúmulo lipídico. Somado 

aos efeitos metabólicos, observamos uma redução na vitelogênese que foi recuperada 

aos níveis do controle após a remoção da exposição. Este efeito pode ser atribuído à 

ativação temporária do fator de transcrição DAF-16 pelo Mn no C. elegans.  

 

7. Perspectivas 

A continuidade deste trabalho será fundamental para que alguns questionamentos 

possam ser respondidos. Propomos como experimentos complementares: 

 Avaliar o papel da DA endógena na toxicidade do Mn utilizando cepas 

mutantes para a via de síntese da dopamina e para o transportador de DA. 

 Quantificar DA frente à exposição ao Mn em concentrações de 15 mM e 30 

mM e reavaliar esses valores 24 h após a remoção do tratamento; 

 Confirmar o papel do fator de transcrição DAF-16 no controle da 

vitelogênese pela exposição ao Mn do verme resultante do cruzamento 

entre a cepa do mutante daf-16 e o transgênico vit-2::GFP. 
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