CERCETARI ORIGINALE
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REZUMAT

in prezent se cunoaste cd manganul (Mn) blocheaza
canalele de calciu voltaj-dependente si, prin aceasta,
produce o blocare a depolarizari membranei neuronale,
desi mecanismele care stau la baza acestui fenomen
nu sunt pe deplin cunoscute. In acest context, studiul
de fata investigheaza un posibil efect modulator asupra
nociceptiei al Mn cu administrare sistemica. Loturi de
7 soareci au fost tratati cu clorura de Mn in doza de
3mg/kg corp, administrata intraperitoneal. Au fost utilizate
diferite teste pentru a evalua efectul nociceptiv si influenta
asupra comportamentului: nociceptie termica (testul hot
plate, testul tail flick), nociceptie chimica (testul de con-
torsionare cu acid acetic) si evaluarea comportamentului
spontan (activity cage). Valorile obtinute pentru timpul de
latenta n cazul testelor hot-plate si tail flick au aratat ca
administrarea sistemica a Mn produce un efect analgezic
la stimularea nociceptiva termica. Desi limitat in timp,
acest efect este puternic, in special imediat consecutiv
administrarii Mn. Inhibarea durerii este cu atat mai sem-
nificativa in conditiile stimularii nociceptive chimice, pe
modelul de durere viscerala. Mecanismele prin care Mn
Tsi exercita efectele analgezice sunt inca neclare, desi
este posibila o blocare a receptorilor NMDA, dupa cum
rezultd in mod indirect din lucrari recente, care studiaza
rolul enzimei superoxid-dismutaza de Mn asupra medierii
durerii si asupra hiperalgeziei.

Cuvinte cheie: mangan, nociceptie, analgezie.

ABSTRACT
Experimental data regarding
the antinociceptive effect of systemically
administered manganese
Manganese (Mn) is known to block voltage-activated
calcium currents and through that to block depolarization
of excitable neuronal membranes, though the mechanisms
underlying this process is not yet totally clear. In this con-
text, the study investigates a possible modulator effect in
nociception for systemically administered Mn. Groups of
7 mice were treated with manganese chloride 3 mg/kg
body weight, administered intraperitoneal. Different tests
were utilized to evaluate the antinociceptive effect or the
influence on behavior of the substances tested: thermal
nociception (hot plate test, tail flick test), chemical noci-
ception (writhing test) and spontaneous behavior (activity
cage assay). Values for response latencies obtained for
hot-plate and tail-flick tests prove that Mn administered
systemically produces an analgesic effect under thermal
nociceptive stimulation. Although limited in time, this ac-
tion is especially strong shortly after Mn treatment. Pain
inhibition is even more significant in conditions of chemical
nociceptive stimulation, in a model of visceral pain. The
mechanism through which Mn exerts its analgesic effect
is still unclear, although it is possible to be explained by
a blockade of NMDA receptors, as shown by recent indi-
rect research, related to the influence of Mn superoxide
dismutase enzyme on pain mediation and hyperalgesia.
Key words: manganese, nociception, analgesia

Introducere

Patrunderea ionilor de calciu prin canalele de calciu voltaj
dependente, precum si depolarizarea consecutivd a membra-
nei neuronale sunt esentiale pentru transmiterea semnalelor
aferente, pentru integrarea durerii si sensibilizarea asociata
la nivelul neuronilor nociceptivi spinali. Este cunoscut ca
Manganul (Mn) blocheaza curentii de calciu voltaj depen-
dente si, in consecinti, blocheaza depolarizarea membranelor
neuronale excitabile. Totusi, mecanismele care stau la baza
procesului nu sunt pe deplin intelese. (1,5,6,7,13)

Plecind de la cele de mai sus, articolul de fatd incearca
sd identifice mai multe argumente care si explice rolul
manganului in nociceptie. (8, 11)

Studii de datd recentd au subliniat rolul unei familii de
gene nou descrise, numit Domeniu Proteic Arhaic Conser-

vat (Ancient Conserved Domain Protein — ACDP). Aceasti
familie de gene codeaza patru proteine (ACDP 1-4), atat la
om cit si la soarece. ACDP 1 si 4 sunt transportori de ioni
de metal exprimati in coarnele dorsale ale maduvei spinirii,
care livreaza ioni divalenti metalici precum Cupru, Mangan
sau Cobalt citre diverse tinte intracelulare. (3, 4)

Aceste rezultate ne permit si postulim ci administra-
rea sistemica de Mn ar putea avea un rol in modularea
nociceptiei.

Material si metode.

Animale de experientd

Toate procedeele experimentale folosite in acest studiu
au fost in strictd concordantd cu reglementirile etice
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internationale. Crescitoria de animale a Laboratorului Central
de Testare a Medicamentului al Universitatii de Medicina si
Farmacie “Gr. T. Popa” din lasi a pus la dispozitie soareci
Swiss-Webster, masculi adulti, cu greutatea medie de 20g (+2g)
si sobolani Wistar, masculi adulti, cu greutatea medie de
275300g. Animalele au fost mentinute intr-o camera cu tem-
peratura controlatd (21°C+2°C) cu un ciclu de 12 ore/12 ore
lumind/intuneric, 4 soareci, respectiv 1 sobolan per cusci.
Animalele au fost lasate sd se acomodeze cel putin 24 de ore
inainte de testare, cu acces nelimitat la apa si hrana.

Substante

Grupuri de sapte soareci au fost tratafi cu clorurd de
mangan (Mn, Sigma-Aldrich Chemie GmbH), in doza de
3mg/kg corp, dizolvate in 0,1 ml solutie, administrate in-
traperitoneal. Grupurile de control au primit un volum egal
de ser fiziologic.

Testarea antinociceptivd

S-a investigat atit analgezia prin mecanism periferic
(testul de contorsionare la acid acetic) cit si central (testele
hot-plate, taillick), pe loturi de céte 7 soareci pentru fiecare
metodd. S-a investigat si comportamentul animalelor prin
metoda activity cage. (9)

Testul tail-flick. Soarecii au fost ldsati sd se acomodeze
timp de 5 minute inainte de determinare. La nivelul treimii
distale a cozii animalului, pe fata dorsald, se aplici o sursa
de energie radianti de intensitate constantd. Intervalul de
timp cit animalul isi mentine coada in dreptul spotului termic
este inregistrat de un cronomentru automat, care se opreste
in momentul cand animalul isi retrage coada ca raspuns la
stimulul termic nociceptiv.

Testul hot-plate. Animalele sunt plasate pe o suprafatd de
metal incalziti la o temperatura de 54 + 0,5°C. Se cronometreazi
timpul de latentd de la contactul animalului cu placa incalzti pana
la primul rdspuns comportamental antinociceptiv: (i) lingerea
labei posterioare, (i) tentativa de evadare, (iii) scuturarea de
mai multe ori consecutiv a labei posterioare, (iiii) vocalizare. S-a

Tabelul I
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convenit pentru o latentd maxima de 60 de secunde pentru a
preveni aparitia unor leziuni ale labelor animalelor.

Testele hot-plate si tailflick au fost realizate inainte de ad-
ministrarea manganului (momentul 0) apoi la intervale de imp
de 15, 30, si 60 de minute de la administrarea de mangan.

Testul de contorsionare cu acid acetic se realizeaza
prin injectarea intraperitoneald a 0,3 ml de acid acetic 0,6%.
Dupi injectare animalele sunt plasate in recipiente largi de
sticld. Se inregistreazi numdirul de contorsiuni pentru un
interval de timp de 5 minute, pornind de la 5 minute de la
administrarea de acid acetic.

Testul activity cage se realizeaza in scopul inregistrarii
activitatii motorii spontane la soarece. Soarecii se transporta
in camera de testare cu 24 de ore inainte de experiment.
Soarecii sunt cantariti iar testarea se realizeazi intre orele 9
si 11 a.m. Activitatea locomotorie pe orizontald si pe verticald
este monitorizatd timp de 2 minute cu ajutorul sistemului
activity-cage de la Ugo Basile, Italia. Sistemul este reprezentat
de un cub clar de plexiglas, cu doui surse de infrarosu care
inregistreaza activitatea orizontald sau verticald. Activitatea
orizontald sau verticald este definiti ca numarul total de
intreruperi ale razei pe o perioadi de 2 minute. Testul a fost
realizat la 15 minute consecutiv administririi de mangan.

Prelucrarea statisticd a datelor

Datele obtinute au fost comparate cu rezultatele obtinute
in aceeasi zi la loturile martor. Tratamentele care au deter-
minat o crestere semnificativa a timpului de latentd in testele
de nociceptie termica sau mecanici au fost considerate ca
avand potential antinociceptiv. Analiza statisticd a rezultatelor a
fost realizata prin metoda ANOVA one-way urmati de testele
posthoc Student-Newman-Keuls si Bonferroni. Pentru toate
testele valorile coeficientului p mai mici decat 0,05 au fost
utilizate pentru a indica o diferen{d statistic semnificativa.

Rezultate si discutii

Evaluarea nociceptiva consecutiv administririi intraperi-

Testul hot-plate (latenta de reactie in secunde).

Prezenta asterixului indica o diferentd statistic semnificativa intre
grupul indicat si grupul martor care a primit ser fiziologic. (p<0.05)

M ; Interval de

de(t):;lzﬁ- Tratament | N | Medie SD SE .mc.redere _95_% Miok: | Mind: | ANOVA. | ANOVA.

nare Limita | Limita | mMum | mum F P

inf. sup.

Control 7 | 12,8000 | 2,31157 | 0,87369 | 10,6622 | 14,9378 | 8,80 | 15,30

0 minute Mn3mg/kg 11,5571 | 0,70912 | 0,26802 | 10,9013 | 12,2130 | 10,30 | 12,40 1,850 0,199
Total 14| 12,1786 | 1,76469 | 0,47163 | 11,1597 | 13,1975 | 8,80 15,30
Control 7 | 13,0000 | 2,11660 | 0,80000 | 11,0425 | 14,9575 | 9,20 15,70

15 minute | Mn3mg/kg | 7 | 17,1714 | 2,57146 | 0,97192 | 14,7932 | 19,5496 | 13,10 | 21,30 | 10,981 0,006*
Total 14 | 15,0857 | 3,13120 | 0,83685 | 13,2778 | 16,8936 | 9,20 21,30
Control 13,6571 1,35260 | 0,51123 | 12,4062 | 14,9081 | 11,10 | 15,00

30 minute | Mn3mg/kg 22,6000 | 7,82347 | 2,95699 | 15,3645 | 29,8355 | 12,30 | 32,80 8,881 0,011*
Total 14 | 18,1286 | 7,11514 | 1,90160 | 14,0204 | 22,2367 | 11,10 | 32,80
Control 7 13,7143 | 1,15964 | 0,43830 | 12,6418 | 14,7868 | 11,80 | 15,60

60 minute | Mn3mg/kg 15,8143 | 8,63972 | 3,26551 | 7,8239 | 23,8047 | 5,80 27,00 0,406 0,536
Total 14 | 14,7643 | 6,02158 | 1,60933 | 11,2875 | 18,2410 | 5,80 27,00
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toneale de mangan (3 mg/kg corp) a demonstrat o crestere
semnificativd a latentei de rispuns la stimularea termica
nociceptiva in testul hot-plate (Tabelul 1). Acest efect an-
tinociceptiv a atins valori maxime la 15 minute (p<0.01) si
s-a mentinut pentru un interval de timp de 30 de minute.
(Figura nr. 1)
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Fig. 1. Efectul manganului 3mg/kg, i.p.,
asupra nociceptiei evaluate prin testul
hot-plate la soarece

De asemenea, administrarea intraperitoneald de Mn a
indus cresteri moderate si trecitoare ale latentei de raspuns
la stimulii nociceptivi termici la soarecii testati cu metoda
tailflick. (Figura nr. 2) Valorile maxime s-au observat la 15
minute consecutiv administrarii manganului. (Tabelul 2)

Manganul administrat consecutiv inducerii nociceptiei
chimice cu acid acetic (testul contorsiunii) determini o
diminuare rapida a numarului de contorsiuni abdominale.
(Tabelul 3) Efectul se manifestd imediat - la 10 minute de la
peritoneale cu acid acetic. Efectul se mentine la un nivel de
inhibitie nociceptiva de semnificatie statistica inalta (p<0.001)
pe toatd durata inregistrarii de contorsiuni abdominale (35
de minute). (Figura nr. 3)

In urma inregistririi modificirilor comportamentale se-
cundar administririi de mangan, soarecii urmariti cu ajutorul
dispozitivului activity cage nu au demonstrat modificari sem-
nificative ale activititii spontane. (Tabelul 4, Figura nr. 4)

Toni metalici esentiali precum Mn, Cu, Co sunt cofactori
pentru o varietate de enzime. Printre acestea, se numara enzi-
mele care sintetizeazi neuropeptidele (de exemplu substanta
P) sau neurotransmititorii (de exemplu monoaminele) la nivel
spinal si enzimele implicate in metabolismul superoxidului
la nivelul nervilor senzoriali periferici si neuronilor spinali
senzoriali. Superoxidul s-a dovedit a fi un mediator critic al
hiperalgeziei in durerea inflamatorie si patologicd. Totusi,
rolul superoxidului la nivelul ciilor moleculare care mediaza
durerea este, incd, incomplet elucidat. (2,10,12)

In conditii normale, productia de superoxid este limitatd
de controlul superoxid-dismutazelor (SOD) — MnSOD la
nivelul mitocondriilor si Cu/ZnSOD in citosol sau la nivelul
suprafetelor extracelulare.

Tabel II Testul tail-flick (latenta de reactie in secunde).
Prezenta asterixului indicd o diferenta statistic semnificativa
intre grupul indicat si grupul martor care a primit ser fiziologic. (p<0.05)
) Interval de
Moment | Tramment | N | Medie | SD | SE l_nc_mdere‘gs_% NEb. f, Maet AN;)VA s
Limita | Limita p
inf. sup.
Control 7 | 6,6000 | 0,79582 | 0,30079 | 5,8640 | 7,3360 | 5,60 7,70
0 minute Mn3mg/kg | 7 | 6,4571 | 0,53184 | 0,20102 | 5,9653 | 6,9490 5,80 7,30 0,156 0,700
Total 14 | 6,5286 | 0,65449 | 0,17492 | 6,1507 | 6,9065 5,60 7,70
Control 7 | 6,0714 | 0,56779 | 0,21460 | 5,5463 | 6,5965 5,20 6,80
15 minute Mn3mg/kg | 7 | 6,8286 | 0,47859 | 0,18089 | 6,3860 | 7,2712 | 6,30 7,70 7,277 0,019*
Total 14 | 6,4500 | 0,63941 | 0,17089 | 6,0808 | 6,8192 | 5,20 7,70
Control 7 | 6,0714 | 0,82404 | 0,31146 | 5,3093 | 6,8335 5,00 7,00
30 minute Mn3mg/kg | 7 | 64714 | 0,73193 | 0,27664 | 5,7945 | 7,1483 5,20 7,20 0,922 0,356
Total 14 | 6,2714 | 0,77700 | 0,20766 | 5,8228 | 6,7201 5,00 7,20
Control 7 | 6,0857 | 0,91911 | 0,34739 | 5,2357 | 6,9357 | 4,60 7,30
60 minute Mn3mg/kg | 7 | 65714 | 0,77828 | 0,29416 | 5,8516 | 7,2912 | 5,70 7,70 1,139 0,307
Total 14 | 6,3286 | 0,85613 | 0,22881 | 5,8343 | 6,8229 | 4,60 7,70
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Fig. 2. Efectul manganului 3mg/kg, i.p., Fig. 3. Efectul manganului 3mg/kg, i.p.,

asupra nociceptiei evaluate prin testul asupra nociceptiei evaluate prin testul
tail-flick la soarece de contorsiune la soarece
Tabel II1 Testul de contorsiune (numir de contorsiuni).

Prezenta asterixului indica o diferenta statistic semnificativa
intre grupul indicat si grupul martor care a primit ser fiziologic. (p<0.05)

Interval de

incredere 95% oy T VA | ANOVA
Momeqt Tratament | N | Medie SD SE Mani Maxi- | ANO
determinare Limita Limita | mMum | mum F p
inf. sup.

Control 7 134,1429 |0,69007 |0,26082 |33,5047 |34,7811 |33,00 |35,00
510 minute |Mn3mg/kg |7 |18,0000 |2,70801 |1,02353 |15,4955 |20,5045 |14,00 |22,00 |233,579 |0,000*
Total 14 |26,0714 |8,58858 |2,29540 |21,1125 |31,0303 |14,00 |35,00
Control 7 335714 |1,27242 |0,48093 |[32,3946 |34,7482 |32,00 |35,00
10-15 minute | Mn3mg/kg |7 [17,0000 |3,26599 |1,23443 |13,9795 |20,0205 |12,00 |22,00 |156,465 |0,000*
Total 14 |25,2857 |8,92213 |[2,38454 |20,1342 |30,4372 |12,00 |35,00
Control 7 33,1429 |1,46385 |0,55328 |31,7890 |34,4967 |31,00 |35,00
15-20 minute | Mn3mg/kg |7 |12,2857 |2,56348 |0,96890 |9,9149 |14,6565 |9,00 15,00 | 349,433 |0,000*
Total 14 (22,7143 |11,00649 | 2,94161 |16,3593 |29,0692 |9,00 35,00
Control 7 32,8571 |0,89974 |0,34007 |32,0250 |33,6893 |32,00 |34,00
20-25 minute | Mn3mg/kg |7 |10,4286 |2,14920 |0,81232 |8,4409 |12,4162 |8,00 14,00 | 648,658 |0,000*
Total 14 |21,6429 |(11,74477 |3,13892 | 14,8616 |28,4241 |8,00 34,00
Control 7 32,4286 |1,13389 |0,42857 |31,3799 |33,4772 |31,00 |34,00
25-30 minute | Mn3mg/kg |7 |8,8571 |1,67616 |0,63353 |7,3070 |10,4073 |7,00 12,00 | 949,709 |0,000*
Total 14 20,6429 |12,30764 |3,28936 |13,5366 |27,7491 |7,00 34,00
Control 7 31,4286 |1,51186 |0,57143 |30,0303 |32,8268 |29,00 |34,00
30-35 minute | Mn3mg/kg |7 |6,8571 |1,77281 |0,67006 |5,2176 |84967 |4,00 9,00 778,526 |0,000*
Total 14 |19,1429 |12,84737 |3,43360 |11,7250 |26,5607 |4,00 34,00
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Tabel IV

Testul activity-cage (numar de miscari).

Prezenta asterixului indica o diferenta statistic semnificativa
intre grupul indicat si grupul martor care a primit ser fiziologic. (p<0.05)

Tratament Medie SD SE

Interval de incredere

95% Mini- | Maxi- | ANOVA | ANOVA

Limita mum mum F p

sup.

Limita inf.

Control 5 | 304,8000 | 38,38229 | 17,16508

257,1421 | 352,4579 | 279,00 | 370,00

orizontal |Mn3mg/kg 272,4000 | 26,11130 | 11,67733

239,9785 | 304,8215 | 231,00 | 303,00 | 2,436 0,157

Total 10 | 288,6000 | 35,34654 | 11,17756

263,3146 | 313,8854 | 231,00 | 370,00

Control 5 | 49,4000 | 26,86634 | 12,01499

16,0410 82,7590 11,00 | 82,00

vertical | Mn3mg/kg 52,8000 | 28,70017 | 12,83511

17,1640 88,4360 18,00 | 91,00 0,037 0,851

Total 10| 51,1000 |26,26975| 8,30723

32,3077 69,8923 11,00 | 91,00

) Treatmant
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1 Mn3mgikg bow,
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T I
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Fig. 4. Efectul manganului 3mg/kg, i.p. asu-
pra comportamentului, evaluat prin
testul activity cage la soarece

in contrast, in conditii de inflamatie sau durere pato-
logicd, superoxidul este produs la o ratid care depiseste
capacitatea superoxid-dismutazei endogene de a-1 indepdrta.
(10, 12, 14)

In concordanti cu studii recente, se pare ca dezactivarea
Mn-superoxid-dismutazei printr-o nitrare mediata de superox-
id reprezinti o noui cale de inducere a hiperalgeziei mediate
spinal de NMDA si, deci, si a sensibilizarii centrale. Aceste
observatii par sa sugereze ca manganul s-ar putea dovedi util
in blocarea hiperalgeziei mediate spinal de NMDA. (10)

Efectul analgezic observat in acest studiu ca urmare a
tratamentului sistemic cu mangan este in concordanti cu
observatiile citate mai sus, desi vor fi necesare in continuare
o serie de studii mai detaliate, care si elucideze mecanismele
activitatii antinociceptive a manganului.

Concluzii

In studiul de fata, valorile latentelor de raspuns obtinute

pentru testele hot-plate si tail-flick demonstreaza ca Mn admi-
nistrat sistemic produce un efect analgezic in cazul stimularii
nociceptive termice. Desi limitata in timp, aceast3 actiune este
intensd mai ales la scurt imp dupi injectarea Mn.

Inhibarea durerii este mai intensa in conditii de stimulare
nociceptiva chimica, pe un model de durere viscerald. In
aceste conditii, activitatea analgezicd a Mn apare mult mai
devreme dupi administrarea sistemica.

Mecanismul prin care Mn isi exercitd efectul analgezic
este incd neclar, desi este posibil si fie explicat printr-o
blocada a receptorilor NMDA, dupid cum au aratat diverse
cercetdri indirecte, indreptate asupra elucidarii influentei
superoxid-dismutazei de Mn in medierea durerii si hiper-
algeziei.
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