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RESUMO

O metilmerctirio (MeHg) é uma espécie quimica organica de Hg,” com grande relevancia
toxicologica, devido principalmente a sua capacidade de ser bioacumulado, o que pode causar
diversos impactos na satide humana e no meio ambiente. A intoxica¢do aguda do MeHg pode
provocar surdez, tremor, ataxia, incoordenacdo motora, parestesia, coma e Obito. Na
intoxicacdo cronica pode ocorrer perda de memoria, depressdo, reducdo do campo visual,
distirbios motores e cardiovasculares. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da dieta
ocidental associada ou ndo a intoxicacdo por MeHg cronicamente no ganho de peso corporal,
parametros lipidicos e alteragdes morfologicas no hipocampo, uma regido cerebral importante
relacionada & memoria, em camundongos apds desmame. Foram utilizados camundongos
machos C57BL6/J, ap6s desmame, com idade de 21 dias e peso entre 8-10 g. Os animais
experimentais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais de acordo com
o tipo de dieta e exposicdo ao MeHg. Os grupos que foram intoxicados receberam
diariamente uma solucdo de cloreto de MeHg na agua de beber (20 mg/L) de PN41 a PN61 de
idade. Os grupos experimentais foram: grupo normonutrido (N), recebendo dieta padrio;
grupo hiperlipidico (H), recebendo dieta ocidental; grupo normonutrido com exposi¢do de
MeHg (NHg) e hiperlipidico com exposicao de MeHg (HHg). Foram utilizados um total de
60 animais. Para a indu¢do de hiperlipidemia, os animais foram submetidos a alimentacdo
exclusiva com dieta ocidental (42% de lipideos), com 0,15% de colesterol, durante os dias 21
a 61 de idade. Os animais foram eutanasiados ao completer 40 dias de dieta. Foram coletadas
amostras de hipocampo, pelos e soro sanguineo para analises estereoldgicas (volume total,
volumes de CAl, CA2/CA3, CA4 e giro denteado), balanco do estresse oxidativo
(glutationa/GSH e gluationa peroxidase/GPx), toxicoldgicas (niveis de Hg) e parametros
lipidicos (colesterol total e triglicerideos), respectivamente. Os animais foram pesados com
intervalo de 48h durante 40 dias pds-desmame. A intoxicacdo mercurial reduziu o delta de
ganho de peso corporal apenas no grupo recebendo dieta ocidental (HHg). Como esperado, a
adi¢do de MeHg na 4gua de beber resultou no aumento significativo dos niveis de Hg no pelo
dos animais expostos (p<0,001). Os animais desafiados com MeHg que receberam a dieta
ocidental tiveram menores niveis de Hg quando comparado ao grupo normonutrido
intoxicado. A intoxicacdo por MeHg aumentou os niveis de colesterol total sérico dos grupos
normonutrido e do grupo recebendo a dieta ocidental. Os niveis séricos de triglicerideos
aumentaram apenas no grupo recebendo a dieta ociental desafiado com intoxicacdo pelo
MeHg (p<0,01), mostrando um efeito combinado. A dieta ocidental per si reduziu os niveis
GSH no hipocampo quando comparado com o grupo normonutrido. A intoxicacdo mercurial
independente da dieta reduziu significativamente os niveis de GSH e GPx no hipocampo. Na
andlise estereoldgica, foi evidenciado que intoxicacdo mercurial independente da dieta
reduziu o volume total e o volume de todas as camadas do hipocampo estudadas. Os
resultados desse estudo sugerem um efeito combinado da dieta ocidental e do desafio do
MeHg em relagdo aos niveis séricos de triglicerideos. A intoxica¢do mercurial foi neurotdxica
no hipocampo reduzindo GPx e GSH e afetando sua arquitetura, efeitos esses independentes
da dieta. Mais estudos sdo necessarios para avaliar em mais detalhes os mecanismos
envolvidos.

Palavras-Chave: Metilmerctrio, dieta ocidental, hipocampo, pardmetros lipidicos, estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is an organic chemical species of Hg, with great toxicological
relevance, mainly due to its ability to be bioaccumulated, which can cause diverse impacts on
human health and the environment. Acute intoxication of MeHg may cause deafness, tremor,
ataxia, motor incoordination, paresthesia, coma, and death. In chronic intoxication memory
loss, depression, visual field impairment, motor and cardiovascular disorders may occur. The
objective of this work was to evaluate the effect of the western diet associated with chronic
MeHg intoxication on body weight gain, lipid parameters and morphological changes in the
hippocampus, an important memory-related brain region, in mice after weaning. Male weaned
C57BL6/J mice, aged 21 days and weighting between 8-10g were used in this study.
Experimental mice were randomly assigned into four experimental groups according to the
type of diet and exposure to MeHg. Groups that were intoxicated received a daily solution of
MeHg chloride in the drinking water (20 mg/L) from PN41 to PN61 of age. The experimental
groups were: normonourished group (N), receiving standard diet; hyperlipidic group (H),
receiving western diet; normonourished group exposed to MeHg (NHg) and the hyperlipidic
group exposed to MeHg (HHg). A total of 60 animals were used. For the induction of
hyperlipidemia, mice were submitted to exclusive western diet (42% of lipids), with 0.15% of
cholesterol, during days 21 to 61 of age. The animals were euthanized at the completion of 40
days of diet. Hippocampal, hair and sera samples were harvest for stereological analyses (total
volume, volumes of CAl, CA2/CA3, CA4 and dentate gyrus), oxidative stress balance
(glutathione/GSH and glutathione peroxidase/GPx), toxicological (Hg levels) and lipid
parameters (total cholesterol and triglycerides), respectively. Mice were weighed at 48h
intervals for 40 days after weaning. Mercurial intoxication reduced the body weight gain delta
only in the western diet group (HHg). As expected, addition of MeHg in drinking water
resulted in a significant increase in hair Hg levels in the exposed mice (p <0.001). Animals
challenged with MeHg who received western diet had lower hair Hg levels when compared to
the intoxicated normonourished group. MeHg intoxication increased serum total cholesterol
levels both in the normonourished and western diet groups. Serum triglyceride levels
increased only in the group receiving western diet challenged with MeHg intoxication
(p<0.01), showing a combined effect. The western diet per se reduced GSH levels in the
hippocampus when compared to the normonourished group. Mercury intoxication
significantly reduced GSH and GPx levels in the hippocampus regardless of the diets. In the
stereological analyses, mercury intoxication reduced the total volume and volume of all layers
of the hippocampus studied regardless of the diets as well. The results of this study suggest a
combined effect of western diet and MeHg challenge on serum triglyceride levels. The
mercury intoxication was neurotoxic in the hippocampus reducing GPx and GSH and
affecting its architecture, these effects were found independent of the diets. More studies are
needed to assess in more detail the mechanisms involved.

Keywords: methylmercury, western diet, hippocampus, lipid profile, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 Mercurio

O mercurio (Hg) ¢ um elemento natural encontrado no meio ambiente sendo o
unico elemento metélico liquido a temperatura ambiente, mas em altas temperaturas constitui-
se em um gas toxico, inodoro e incolor. A gaseificagdo da crosta terrestre, erupcdes
vulcanicas e evaporagdo da agua sdo fontes naturais de sua produgdo correspondendo a uma
emissdo de 25 mil a 125 mil toneladas por ano (SANTOS et al., 2006; BITENCOURT et al.,
2013). No entanto, além destas fontes naturais, fontes de origem antropogénica como, por
exemplo, a extracdo em depdsitos subterrdneos do minério cinabario (sulfeto de mercurio),
industrias que queimam combustiveis fosseis, produgdo eletrolitica de cloro-soda, producdo
de acetaldeido, incineradores de lixo, polpa de papel, tintas, pesticidas, fungicidas, baterias,
lampadas de vapor de mercurio e produtos odontolégicos também contribuem para a

contamina¢do ambiental do merctrio (NASCIMENTO; CHASIN, 2001).

O Hg, " apresenta uma densidade elevada, possuindo uma alta tensdo superficial, o
que faz com que ele forme esferas pequenas nas rochas e minerais onde ¢ depositado. O metal
Hg" pode formar com facilidade ligas com diversos outros metais como ouro e prata
produzindo amdlgamas. O mercurio apresenta-se como estrutura monovalente sob forma de
Hg nos compostos mercurosos Hg20, e Hg2Cl, e estrutura bivalente em compostos

mercuricos a exemplo do HgO e o HgCIO, HgS e Hg(CNO), (MMA, 2010).

O mercurio apresenta-se na natureza de diferentes formas: elementar (metalico-
Hg"); cloreto inorganico (cloreto de mercurio-HgCly); e organico (metil-CH;-Hg™ X e
etilmercurio-CH,CH3-Hg"). Cada uma destas formas estruturais apresenta diferentes riscos
toxicos causando implicagdes para saude. O mercurio na sua composi¢ao elementar constitui-
se em um liquido que se vaporiza rapidamente, no entanto consegue permanecer na atmosfera
terrestre por até um ano, podendo também ser transportado e depositado a nivel global. Ele
também pode se instalar nos sedimentos fluviais, onde ¢ transformado em metilmercurio

(MeHg), causando danos em toda a cadeia alimentar dos ecossistemas (WHO, 2007).

A produgdo e a bioacumulagdo do MeHg na cadeia alimentar podem variar em
funcdo de fatores como temperatura, concentracdo de bactérias no meio, pH, solo ou
sedimento, concentragdo de sulfeto, condigdes de oxirredugdo do meio e variagdes sazonais.

Desta forma, o aumento da concentracdo de MeHg ¢ proporcional ao aumento da matéria
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organica, uma vez que os nutrientes organicos aumentam a atividade microbiana, aumentando

como consequéncia producao desse composto (BISINOTI; JARDIM 2004).

1.1.1 Metilmercurio (MeHg)

. ;. ’ ;. I At +
O metilmercurio (MeHg) é uma espécie quimica organica de Hg,  com grande
relevancia toxicologica, devido principalmente a sua capacidade de ser bioacumulado na rede
alimentar, o que pode causar diversos impactos na saide humana e no meio ambiente. As

caracteristicas fisico-quimicas do MeHg sdo exibidas na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do MeHg.

Propriedades Indicativos
Formula Molecular CH, HgX
Ponto de Fusdo 170 °C
Gravidade Especifica 4,06

. Estavel, exceto na presenca de
Estabilidade . P ¢

oxidantes fortes
Toxicidade (muito toxico por inalacdo, ingestao
ou através do contato com a pele), perigoso

devido aos efeitos acumulativos

Dose letal para ratos (DL-50) 1,95
mg kg-1

. . o Nivel de MeHg no sangue de 200 —
Primeiros sintomas de contaminagdo no homem

500 ng mL-1
Solubilidade a 25°C > 6 mg/L
Concentracdo de saturagdo do vapor a 20 °C 94 mg/m’

Fonte: Adaptado de Bisinote; Jardim (2004).

A estabilidade do MeHg sofre alteragdes de acordo com o local de
armazenamento, influéncia da temperatura e meio que se encontra dissovido. Em seus
estudos, Lansens et al.(1990) demonstraram que uma solug¢do contendo 10 pg/L. de MeHg ¢
estavel em agua ultrapura por 8 semanas, quando armazenada a 5 °C. Em um outro momento
quando a solugdo ¢ estocada no escuro ou na presen¢a de luz e a temperatura ambiente ocorre
perda de 15% do MeHg na primeira semana e de 50% na segunda. Foi evidenciado também
que a mesma solugdo € estavel em HNO3 20% (m/v) por um periodo de 12 semanas, quando
estocada no refrigerador a 5 °C, ou quando mantida em recipiente de PTFE, armazenado a

temperatura ambiente e no escuro. Leermakers et al.(1990) evidenciaram em seus achados
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que solugdes contendo 0,08 pg/L de MeHg a pH 6,0 estocadas em recipiente de vidro
permanecem estaveis por 5 dias, e apds este periodo o MeHg ¢ convertido em merctrio
inorganico. A estocagem de MeHg em diclorometano também ndo preserva suas
propriedades, sendo que este pode ser convertido a merctrio inorganico num periodo de 15

dias (BISINOTE; JARDIM, 2004).

Altamente toxico, o MeHg em situagdes de exposi¢do aguda pode provocar
surdez, tremor, ataxia, incoordenacdo motora, parestesia, coma e obito (BITENCOURT et al.,

2013).

Nos casos em que o contato direto com o MeHg se torna cronico, a perda de
memoria, depressdo, reducdo do campo visual, distirbios motores que se assemelham a
esclerose lateral amiotrofica, riscos para distirbios cardiovasculares podem estar presentes

(CHANG et al., 2008; CHUU; LIU; LIN-SHIAU, 2007; OZUAH, 2000).

Aexposi¢do oral representa uma forma importante pela qual a populagdo humana
estd exposta ao MeHg. Vale ressaltar que a absor¢do de MeHg no trato gastrointestinal (TGI)
¢ de cerca de 90-95%, o que ¢ significativamente maior quando comparado a absor¢ao TGI de
sais inorganicos de mercurio a partir de alimentos (FARINA; ROCHA; ASCHENER, 2011).
Devido ao seu alto potencial neurotoxico, muitos mecanismos tém sido apresentados na
literatura na tentativa de melhor entendimento dessa toxicidade. S3o propostos a inducdo de
estresse oxidativo, dano mitocondrial, interrupcdo da homeostase do célcio intracelular,
interrup¢do da funcdo neurotransmissora, inibicdo dos receptores do 4acido gama-
aminobutirico (GABA), inibi¢do da captacdo de glutamato e apoptose/necrose (ASCHNER et
al., 2007; BELLE et al., 2009; DO NASCIMENTO e al., 2008; FERRARO et al., 2009;
MORETTO et al., 2005; SHANKER et al., 2002; WAKABAYASHI et al., 1995).

Kaur, Aschner e Syversen (2006) e Sarafianer al. (1994) utilizando modelos in
vitro avaliaram os mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do MeHg. Esses autores
identificaram deplecdo de glutationa (GSH), aumento da producdo de espécies reativas ao
oxigénio (EROS). A reducdo da expressdo de ciclina E tembém tem sido descrita apods
exposicao cronica e subtdoxica do MeHg sobre células pregenitoras neuronais (XU et al.,

2010).

A deplegdo nos niveis de GSH ¢ resultado da alta afinidade que o MeHg apresenta

por tiois endogenos. Em células hepaticas o composto organico do mércurio forma complexos
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soliveis com a cisteina e a glutationa, secretados pela bile e reabsorvidos no trato
grastrointestinal, dando inicio ao processo de peroxidacdo lipidica, o qual pode produzir
alteracdes nas membranas celulares (BITENCOURT, 2013). O MeHg também induz abertura
do poro de transicdo da permeabilidade nas mitocondrias do figado de rato, representando um
importante mecanismo molecular responsavel pela morte celular (BRAGADIN et al., 2002).
Sobre a funcgdo renal em humanos, poucos relatos sobre a agdo do MeHg sao relatados na
literatura, porém alguns estudos desenvolvidos em animais sugerem que o MeHg induz

toxicidade renal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2000).

O MeHg ¢ formado principalmente por uma relacdo co-metabolica de bactérias
redutoras de sulfato e em quantidade menor por bactérias sequestradoras de Fe(Ill). O
mercurio também pode ser metilado por microorganismos metandnicos (arqueobactérias
anaerdbias que possuem capacidade de fabricar o gds metano) indicando que a producdo de
MeHg possa ocorrer em sedimentos de dgua doce andxicos empobrecidos de sulfato e Fe (III)
(BIGHAM et al., 2016).

O MeHg ¢ um poluente ambiental amplamente distribuido no meio-ambiente,
apresentando efeitos toxicos e degenerativos tanto no sistema nervoso em desenvolvimento
quanto no adulto (XU et al., 2010). E um composto produzido a partir do mercirio inorganico
(Hg), que pode causar intoxicacdes agudas e cronicas ao homem, com danos ao sistema

nervoso (OMS, 2008).

1.2 Contamina¢ao ambiental e humana

O merctrio se insere no meio ambiente a partir de emissdes naturais, como
vulcoes, desgaseificagdo crustal e incéndios florestais, bem como de atividades humanas,
incluindo a queima de carvdo para energia, o processo de eletrdlise de cloreto alcalino
utilizado na fabricacdo de solugdes céusticas e mineradoras. Liberado na atmosfera, o
mercurio pode seguir em grandes distancias, mesmo em todos os continentes, entrando assim
no "ciclo global". As forcas para reduzir a liberacdo de mercurio para o meio ambiente t€ém
aumentado e sdo determinantes para diminuirconsideravelmente o volume de emissdes
produzidas pelo homem. No entanto, o mercurio continua a ser um poluente global, e existem
regides no mundo onde os niveis de contaminag¢do permanecem elevados (CECCATELLI et

al., 2013).
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Analisando o historico de desastres ambientais, observam-se diversos casos
relatados por meio da contaminagdo com o mercirio, com destaque para o acidente em
Minamata no Japao, quando na década de 30 uma empresa denominada Chisso, instalou-se na
cidade para a produgdo de acetaldeido usado para producdo de materiais plasticos. O
acetaldeido era fabricado por uma reacdo de acetileno com 4gua usando mercdrio como
catalisador. Na década de 50, houve a intensificacdo da producdo em funcdo da politica de
crescimento industrial no periodo posterior a Segunda Guerra Mundial no Japao e os residuos
com MeHg foram descartados no Mar Yatsushiro por meio da Baia de Minamata, causando
uma devastadora contaminagdo nos peixes da regido. No entanto, somente em 1956 ¢ que
foram constatados os primeiros casos de pessoas com problemas no sistema nervoso central e
no cérebro que relatavam sintomas de dorméncia nos membros, fraquezas musculares,
problemas visuais, dificuldades na fala, paralisias e deformidades que levavam ao Obito
desses pacientes (Figura 1).

Figura 1. Foto de uma vitima da contamina¢do com MeHg na baia de Minamata com

sequelas.

Fonte: Acervo O Globo, 2014, disponivel em: http://acervo.oglobo.com

As investigacdes iniciais da doenca de Minamata nos primeiros seis meses
apontaram que a causa estava relacionada com a ingestdo de peixes e mariscos contaminados
por um determinado agente toxico, sendo a hipotese da contaminacio pelo MeHg apresentada
em 1959, mas somente em 1968 ¢ que foi reconhecida (HACHIYA, 2012). A Chisso
interrompeu a producdo apenas em 1970 e ap6s mais de 20 anos de luta nos tribuinais, em

1973, a fabrica foi julgada como culpada pelo desastre ambiental que causou a morte de mais
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de 887 pessoas, tendo que pagar US$ 600 milhdes as 138 pessoas que estavam movendo
processo judicial por reparagdes (O Globo, 2017).

Um outro surto de contaminag¢do por MeHg de grandes propor¢des deu-se na
década 70 no Iraque, devido a ingestdo de pao feito com sementes de trigo que haviam sido
tratadas com um fungicida a base de MeHg, ocasionando em torno de 7 mil casos de

envenenamento, levando a 450 6bitos (YOSHIDA, 2016).

No Brasil, todo o mercurio utilizado ¢ importado, pois ndo existem fontes naturais
registradas deste metal no pais e sua comercializacdo ¢ controlada pelo IBAMA- (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) tendo sua distribuigao e
utilizagcdo diferenciada nas regides brasileiras. Na regido sul do Brasil, por exemplo, o
mercurio ¢ emitido por meio das atividades das usinas termoelétricas a carvdo em forma de
vapor e cinzas. As industrias quimicas e eletroeletronicas do sudeste e as petroquimicas e
refinarias do Nordeste geram residuos de Merctrio. O Centro-Oeste e o Norte, por sua vez,

destacam-se pela a atividade mineradora que utiliza esse metal (SINAN, 2017).

Segundo dados fornecidos pelo Sistema de Informagao de Agravos de Notificagao
(SINAN), foram registrados no Brasil 220 casos de exposicdo e intoxicagdo por meio do
mercurio entre 2006 a 2014, sendo que 41% dos casos ocorreram em Sao Paulo e 24% no
Parand, conforme observado na Figura 2.
Figura 2. Intoxicac¢des exdgenas por mercurio por UF, Brasil — 2006 a 2014.
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Na regido da Amazdnia, a exposicdo ao MeHg por meio do consumo de peixes
tem gerado uma crescente preocupacao nas ultimas duas décadas em funcdo da exploragdo
ambiental e motivando diversas pesquisas com o objetivo de avaliar os niveis de
contaminagdo pelo Hg®™ em comunidades que frequentemente consomem os peixes da regido
(FARIAS et al., 2012). Uma destas pesquisas realizada em 2011 teve como objetivo mapear
a contaminagdo das espécies de peixes do Rio Tapajos com merctrio. Essa pesquisa mostrou
que as espécies de peixes piscivoras da regido analisada que fazem parte da alimentacdo da
populacao local como tucunaré¢ (Cichla), sarda (Sarda sarda), dourada (Sparus aurata),
pescada (Cynoscion leiarchus), filhote (Brachyplathystoma filamentosum) e surubim
(Pseudoplatyatoma coruscans), apresentaram niveis de MeHg muito superior as espécies de

peixes ndo-piscivoras daquela regido (CRESPO-LOPEZ et al., 2011).

O mercurio depositado em lagos, rios e oceanos ¢ transformado em MeHg pela
atividade metilante das bactérias sulfato-redutoras. As bactérias presentes no sedimento
desses manaciais podem também desmetilar o MeHg, via reacdo reversa. O balango das
reacdes de metilagdo e desmetilacdo determina se um ambiente atuard como fonte ou

sumidouro de MeHg (VASQUEZ et al., 1999).

O MeHg assim se insere na cadeia alimentar aquatica e ¢ bioacumulado e
biomagnificado com os niveis mais altos encontrados em peixes predatorios. Frequentemente
os seres humanos sd3o mais expostos ao MeHg comendo peixes, mariscos e mamiferos
marinhos contaminados (Figura 3). A partir do momento que o MeHg ¢ ingerido, é quase
completamente absorvido no trato gastrointestinal, entrando na corrente sanguinea e assim ¢
distribuido para todos os 6rgdos, incluindo o cérebro, ja que tem facilidade para atravessar
facilmente a barreira hematoencefalica (BHE) (CLARKSON, 2002). O transpasse da BHE ¢
mediado pelo sistema neutro de suporte de aminodcidos como um complexo MeHg-cisteina
pelo transportador de aminoacidos LAT1. (ASCHNER, 1990; MOTTET et al., 1997). MeHg
sofre uma desmetilagcdo lenta no cérebro o que resulta na acumulagdo de merctrio inorganico
que cruza a BHE, podendo também se acumular no cabelo e nas unhas (VAHTER, 1994). A
excre¢do de MeHg ocorre vagarosamente e principalmente através da bile e das fezes, mas
também através da urina e do suor. A meia-vida de MeHg no sangue pode variar
significativamente dependendo da idade; nos adultos ¢ entre 50 e 70 dias, enquanto nos
recém-nascidos ¢ mais longo, pois os bebés excretam menos MeHg em comparagdo com o0s

adultos. Outra forma de excrec¢do ¢ através do leite materno, proporcionando um risco para
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lactentes amamentados. Com tudo isso o MeHg pode facilmente atravessar a placenta,
atingindo niveis de sangue do corddo umbilical que sdo 1,7 vezes maiores do que no sangue
materno (CECCATELLI et al., 2013).

Figura 3. Representacdo do ciclo do mercurio.
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Fonte: adaptada de Ceccatellief al., 2013. Desde sua liberagdo para o meio ambiente, sua conversdo em MeHg,
entrando na cadeia alimentar aquatica, tornado-se alvo do consumo humano, que por sua vez mulheres
gravidas passam para seus filhos.

1.3 Impacto da intoxicacio por MeHg no estresse oxidativo

A neurotoxicidade induzida por MeHg tem sido investigada em varios estudos
experimentais em modelos in vitro e in vivo, na tentativa de um melhor entendimento sobre os

principais mecanismos moleculares e celulares envolvidos nesse processo.

Hoje se sabe que o MeHg ¢ capaz de migrar do sistema circulatério (sangue) para
o SNC através da barreira hematoencefalica pelo sistema transportador de aminoacidos neutro
tipo L (LAT1). Em estudos posteriores Kerper, Ballatori e Clarkson (1992) concluiram que o
MeHg entrou no cérebro de ratos como um complexo de cisteina através do sistema LATI
como resultado do mimestismo entre o complexo MeHg / L-cisteina (MeHg-Cys) e L-

metionina, um substrato para o sistema de transporte de aminoacidos LAT1.

Em um estudoin vitro mais recente, Yin et al. (2008) utilizando cultura de células
de CHO-kl (células de ovario de hamster), demonstraram que a superexpressdo do
transportador LAT1 se associou a uma maior absor¢do de MeHg na presenga de L-cisteina,
com redugdo da viabilidade celular. Esses achados indicam que o complexo MeHg-Cys ¢ um
substrato para o sistema LATI, que transporta ativamente o MeHg através das membranas,
sendo responsavel por boa parte dos altos niveis de Hg”" no cérebro apds exposi¢io. Embora

outros transportadores possam ter contribuido para o transporte de MeHg, o LAT]1 parece ser
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o principal, se ndo o unico, responsavel pelo transporte MeHg de tecidos periféricos para o
SNC (BRIDGES; ZALUPS, 2010). Com os niveis elevados de MeHg no SNC, eventos
deletérios como o aumento do estresse oxidativo estdo mais propensos a ocorrer (FARINA;

ROCHA; ASCHNER, 2011).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre os sistemas pro e antioxidante
(VASCONCELOS et al., 2007). Como consequéncia se pode observar danos em proteinas,
lipideos, DNA, além de modificagcdes estruturais em proteinas e carboidratos alterando
estrutura e funcdo destas moléculas. Os efeitos danosos teciduais podem ser decorrentes de
reagdes bioquimicas enzimaticas e ndo enzimaticas mediadas por compostos intermediarios

altamente reativos, que podemser tanto endoégenos ou exdgenos (SMALL et al., 2012).

O estresse oxidativo provocado por MeHg esta relacionado a sua interagdo com os
tiois intracelulares, como a glutationa (GSH). GSH ¢ o composto de tiol intracelular de baixo
peso molecular mais abundante em todos os tecidos, incluindo o SNC (DRINGEN, 2000).
Estudos sugerem que o sistema antioxidante de glutationa pode ser um alvoda
neurotoxicidade do MeHg. O sistema antioxidante da glutationa inclui glutationa reduzida,
GSSG, (o antioxidante que contém sulfidrilo de baixo peso molecular mais importante) e as

enzimas relacionadas com GSH, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR).

As células de mamiferos contém cinco isoformas de GPx dependentes de selénio:
GPx citosolico (GPx1), GPx gastrointestinal (GPx2), GPx de plasma (GPx3),
hidroxiperoxidase fosfolipidica GPx (GPx4) e, em humanos, GPx6, expresso apenas no
sistema olfativo (FRANCOet al., 2009). Com bastante relevancia, a glutationa peroxidase e a
glutationa redutase sdo enzimas centrais envolvidas na desintoxicacao de peréxidos e reducgdo
do dissulfureto de glutationa (glutationa oxidada, GSSG), respectivamente (DRINGEN,
2000).

As especificidades dessas enzimas, bem como a manutengdo de um estado de tiol
normal representada principalmente pela relagdo GSH/GSSG, sdo essenciais para a prote¢ao
das células contra danos oxidativos. Com foco especial na toxicidade induzida por MeHg,
sabe-se que o atomo de mercurio interage diretamente com o grupo tiol de GSH, induzindo a
formag¢do de um complexo GS-HgCH3 excretavel (BALLATORI; CLARKSON, 1982).
Segundo Franco et al.(2007) esta interacdo diminui os niveis de GSH, o que pode contribuir

para a ocorréncia de estresse oxidativo (Figura 4).
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Figura 4. Acao do MeHg promovento neurotoxidade e estresse oxidativo.
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Fonte: Propria. MeHg em contato com o sistema nervoso do animal (astrdcito), bloqueia a capatagdo de cistina,
que por sua vez no interior da mitocondria inibe 0 GSH e GPX, diminuindo o envio de GSH para o neurénio.

Os baixos niveis do sistema antioxidante GSH no SNC, provocados pela
exposicao ao MeHg (AMONPATUMRAT, 2008; FRANCO et al., 2006; STRINGARI et al.,
2008.), colaboram para o aumento do efeito neurotdoxico do MeHg. Na Figura 5, os efeitos de

MeHg sobre a homeostase GSH.

Figura 5. Efeitos do MeHg sobre a homeostase GSH.
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Fonte: Adaptado de Farina; Rocha; Aschener (2011). (i) O metilmercurio (CH3Hg'; MeHg) interrompe a cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial, levando a formag@o aumentada de espécies reativas de oxigénio, como
peroxido de hidrogénio (H,0,) e anion superdxido (O,”). (ii) MeHg também reage com glutationa reduzida
(GSH), levando a deplecdo de GSH devido a formagdo de um complexo MeHg-GSH (GS-HgCH3), que ¢
excretado do corpo. MeHg dificulta o aumento fisiologico das atividades de glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx) no SNC de roedores durante o periodo pds-natal inicial (iii e iv) mas também
diminui a atividade GPx em animais adultos.Todos esses eventos (i-iv) culminam no aumento da geragdo de
EROS e do estresse oxidativo (V).
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A reducdo na atividade GPx torna as células suscetiveis ao estresse oxidativo.
Farina et al. (2005) e Carvalho et al. (2007) documentaram a inibi¢do da mesma enzima por
compostos de mercurio in vivo no cerebelo de camundongos adultos. O MeHg ¢ conhecido
por induzir a geracdo de compostos perdxido nas células, além de reduzir a atividade da GPx,
a principal enzima responsavel pela degradacdo do perdxido, levando a um efeito nocivo
cumulativo. Franco et al. (2009) examinaram a participa¢do de GPx na toxicidade induzida
por MeHg usando métodos in vivo e in vitro. Neste estudo, os mesmos demostraram que o
MeHg inibe a atividade do GPx no cérebro de ratos, nas fragdes isoladas de mitocondrias e
nas células SH-SYS5Y cultivadas. Este fendmeno é concomitante com alteragdes no estresse

oxidativo e nos marcadores apoptoticos.
1.4 Impacto da intoxicacio do MeHg nas dislipidemias e sistema cardiovascular

Os estudos voltados para o melhor entendimento sobre o metilmercurio,
reconhecem que o mesmo ¢ a forma mais danosa entre os compostos de mercurio e ¢ formado
quando o mercurio inorganico que circula no ambiente geral ¢ dissolvido em agua doce e
agua do mar. Sabe-se que ele se torna concentrado através da cadeia alimentar ecologica e
ingerido em seres humanos. Esse metal pode ser ingerido através da ingestao de alimentos por
pessoas cujas ocupacgdes ndo estdo diretamente relacionadas a exposi¢cdo ao mercurio, € 1SS0
pode afetar a saide humana. Portanto, o metilmercurio ¢ um material perigoso que merece a

atengdo de especialistas em saide ambiental (HONG, 2012).

Muitos sdo seus efeitos danosos relacionados com as dislipidemias, disturbios
cardiovasculares e neurotoxicidade. Em relacdo aos efeitos cardiovasculares, a exposi¢cao ao
MeHg pode causar estresse oxidativo, o que pode levar ao desenvolvimento de doenca
cardiovascular devido a sua colaboracdo para arritmias, hipertensdo arterial e o surgimento de

placa aterosclerdtica (ESTECHA et al., 2014).

Moreira et al. (2012) estudaram a estreita relagdo entre doenga cardiovascular e
dislipidemia a fim de investigar os efeitos da exposi¢do MeHg em longo prazo sobre os niveis
de lipidios plasmaticos em camundongos, bem como seus mecanismos subjacentes e
potenciais relagdes com a neurotoxicidade induzida por MeHg. A principal evidéncia
encontrada foi que a exposi¢do a longo prazo a exposi¢do a MeHg induziu dislipidemia em
roedores. Especificamente, camundongos Swiss e C57BL/6 tratados por 21 dias com uma

solu¢do de MeHg (40 mg/l, ad libitum) diluida em agua da torneira apresentaram aumento dos
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niveis plasmaticos de colesterol total e ndo-HDL. A hipercolesterolemia induzida por MeHg
também foi observada em camundongos (knockouts) para receptor de lipoproteina de baixa
densidade LDL. Mesmo que a sintese hepatica de colesterol esteve inalterada, sinais
significativos de nefrotoxicidade foram observados em indicando que o envolvimento de

nefropatia na homeostase lipidica induzida por MeHg.

Estudos epidemioldgicos tém explorado a relacdo entre MeHg e aterosclerose,
geralmente medindo o aumento da espessura da camada intima média da artéria car6tida. Em
um estudo prospectivo envolvendo 1.014 homens finlandeses do estudo KIHD (Estudo de
Fator de Risco Isquémico de Doenga Cardiaca de Kuopio), um aumento médio de 8 um de
espessura intimal foi encontrado para cada aumento de pg/g de mercurio em cabelos
(SALONEN, 2000). Esses achados sugerem que o acimulo de mercurio no organismo esta
associado a progressdo da aterosclerose carotidea. Esta relacdo também foi encontrada em
estudos realizados em balnearios nas Ilhas Feroe e em adultos; entretanto, outros estudos ndo

encontraram essa associacao (ROMAN, 2011), (CHOI, 2009).

A relacdo direta e os mecanismos pelos quais o MeHg exerce seus efeitos
negativos sobre o sistema cardio vascular ainda ndo sdo totalmente bem elucidados. No
entanto, a sua elevada afinidade para os grupos tiol e a sua capacidade para se ligar selénio
formando um complexo insolivel poderia reduzir as defesas antioxidantes e promover a

peroxidagdo de radical livre e de lipidos no corpo humano (ESTECHA et al., 2014).

Embora os peixes possam conter compostos prejudiciais satde, por fazer parte da
bioacumulacdo de MeHg no cadeia alimentar aquatica, portanto sendo fonte direta de
contaminacdo do homem e contribuinte para os disturbios cardiovasculares e eventos
relacionados as dislipidemias, ¢ uma fonte muito importante de nutrientes, especialmente
omega-3, acidos graxos de cadeia longa, vitaminas e selénio que pode prevenir doencas
cronicas, inclusive as relacionadas aos distirbios cardio vasculares cardiovasculares, ¢
interessante o consumo varias espécies de peixes menores devido o acumulo de MeHg nas
espécies maiores, € evitar o consumo de peixes a partir de d4guas com um elevado teor de

poluicdo ambiental principalmente metais pesados (VIRTANEN et al., 2007).
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1.5 Impacto da intoxicacio do MeHg no sistema nervoso central

O MeHg ¢ um metal organico e com poder de contaminagcdo ambiental com
neurotoxicidade reconhecida, principlamente para o desenvolvimento do sistema nervoso
(BOSEet al., 2012). As éreas de lesdo induzidas pela exposi¢do ao MeHg estdo
principalmente no cérebro, no entanto, a extensdo e severidade da a¢do neuropatoldgica
dependem do nivel de intoxicacdo, regido afetada, ambiente redox, envolvimento celular e do

estagio de desenvolvimento (FUJIMURA e USUKI, 2017).

Segundo dados relatados pela OMS (2008), dois grupos populacionais sdo mais
vulneraveis a intoxicagdo por mercurio. O primero ¢ os infantes, que compreende o feto, o
recém-nascido e a crianga, devido a plasticidade do SNC num periodo critico de
desenvolvimento, podendo a exposi¢do ocorrer ainda no utero e pelo consumo de leite
materno contaminado. O segundo grupo sdo as mulheres, que compdem as novas maes,
gravidas e mulheres que possam vir a engravidar, devido ao risco teratogénico desse

composto e terminagdo da gravidez.

A intoxica¢do com MeHg tem atraido atenc¢do particularmente crescente em todo
o mundo, porque aproximadamente 10% de MeHg absorvido atravessa a barreira
hematoencefalica, além de atravessar a barreira placentaria e se acumular no cérebro humano,
podendo gerar neurotoxicidade severa ou mesmo subclinica com efeitos duradouros

(CECCATELLI et al., 2013, YOSHIDA et al., 2016).

A exposi¢do ao MeHg ¢ prejudicial, particularmente para o cérebro em
desenvolvimento. De fato, o envenenamento pré-natal com alta dose e exposi¢do cronica de
MeHg pode causar déficits neurologicos permanentes como: atraso mental, paralisia cerebral,
alteracdes na fun¢do motora, desenvolvimento de linguagem, atengdo e memoria em criancas
e adolescentes, com o comprometimento do sistema antioxidante GSH (FARINA et al., 2011,

BOSE et al., 2012, GUIDA et al., 2017).

Mesmo que os astrocitos sejam as células preferencias de acumulagcdo de MeHg,
os neurdnios parecem ser mais suscetiveis a toxicidade induzida por MeHg. As células
neuronais de diferentes estruturas cerebrais, como hipocampo, cerebelo e cortex cerebral,
foram descritas como possiveis alvos para os efeitos toxicos provocados por MeHg. Com
relacdo as alteracdes histologicas observadas apds a exposicdo ao MeHg, foram especialmente

relatadas diminuig¢des significativas do nimero de neuronios (FARINA et al., 2011).
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Danos neurologicos irreversiveis podem ocorrer como ilustrados em Minamata,
Niigata e Iraque. Os principais sintomas apresentados foram: parestesia, ataxia, neurastenia,
disartria, visao e deficiéncia auditiva, disturbios sensoriais, desequilibrio, espasticidade e
tremor, levando posteriormente coma e morte; esses sinais e sintomas foram atribuidos a

danos ou perda de neurdnios, particularmente no cérebro e cerebelo (YOSHIDA et al., 2016).

Johnson e Atchison (2009) relatam a interagdo de doenga neurodegenerativa com
a exposi¢do a metais pesados. Entre eles o merciurio como componete toxico ambiental

relacionado com o surgimento de esclerose lateral amiotrofica.

Mesmo baixos niveis de exposicdo ao MeHg produzem uma leve disfuncao
sensorio-motora e tremor. A disfuncdo sensoério-motora ¢ um marcador comportamental
primario da exposi¢ao prolongada a MeHg de inicio no adulto. Embora haja evidéncia de que
o MeHg pode afetar os dominios sensoriais e motores, ha escassez na literatura sobre os

mecanismos envolvidos (SHEN et al., 2016).

1.6 Dietas com alto teor de gordura e calorias

As dietas de alto teor de gorduras e calorias tém contribuido para o aumento da
obesidade, que quase dobrou em todo o mundo nos ultimos trinta anos e tornou-se uma

pandemia (WHO, 2013).

Os indices de obesidade estdo aumentando e sdo especialmente mais observados nos
paises industrializados, com enfoque especial nos Estados Unidos. As taxas de obesidade para
adultos americanos quase dobraram de 13,3% para 32,1% durante os anos 1960 a 2004,
enquanto a porcentagem de americanos com sobrepeso durante o0 mesmo periodo aumentou
de 44,8% para 66% (2006), e o consumo de dietas de alto teor de gordura e calorias parece ser
a principal causa desse aumento (PISTELL et al., 2010). Atualmente a obesidade ¢
reconhecida como um problema de saide mundial e atingiu propor¢des epidémicas que
afetam os paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Confirmando-se a persisténcia dessa
tendéncia, cogita-se que a que a prevaléncia de obesidade global seja de 18% para homens e

de 21% para mulheres em 2025. (DI CESARE et al., 2016).

A obesidade ja se tornou um dos principais desafios da saude publica, devido a estar
diretamente ligada a vérias comorbidades como doengas cardiovasculares, distirbios

metabolicos e alguns tipos de cancer. Além disso, ela pode estar associada a déficits
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cognitivos em humanos, especialmente na memoria declarativa que depende do hipocampo

(BOITARD et al., 2014).

Além do ganho de peso, a obesidade geralmente esta associada a um conjunto de
distarbios coletivamente conhecidos como sindrome metabolica. Sabe-se que a etiologia
deste transtorno metabolico ocorre devido a uma interagdo entre predisposi¢cdes genéticas e
fatores ambientais, que resulta em uma resposta imune e imediataa inflamagao de baixo grau
que afeta vérios tecidos incluindo o figado, o tecido adiposo e o SNC (LUMENG; SALTIEL,
2011).

Notoriamente, a obesidade estd intimamente associada a um padrdo de inflamacdo
cronica caracterizada por produgdo anormal de citocinas, reagentes de fase aguda aumentada
e outros mediadores e ativagdo de uma rede de vias de sinalizagdo inflamatoria. De certo, os
marcadores inflamatdrios se correlacionam fortemente com o grau de obesidade e resisténcia

a insulina e também sdo preditivos do risco de doenca vascular (PISTELL, 2010).

Os modelos de obesidade induzida pela dieta sdo importantes para desvendar os
mecanismos iniciais da obesidade e patologias associadas e sdo importantes também para
esclarecer as diferengas entre as principais dietas como as de alto teor de gordura, alto teor de
acucar, dietas ocidentais e alto teor de colesterol. Varios sdo os achados patoldgicos
correlacionados com o consumo de dieta ocidental. O aumento da ingestdo de 4cidos graxos
induz a ativagdo de células imunes e uma resposta inflamatéria em muitos 6rgdos, incluindo
tecido adiposo, figado, pancreas e musculo. Uma vez o figado afetado, frequentemente a
esteatose ¢ observada devido ao acumulo de triglicerideos em hepatocitos e sua fungdo
metabodlica acaba sendo prejudicada, como no metabolismo de lipideos, levando a outros
transtornos associados a obesidade como: hipertrigliceridemia, aumento da lipoproteina de
baixa densidade, colesterol, intolerancia a glicose e outros. Tanto a dieta de alto teor de
gorduras (com 60% e 45% de Kcal oriundo de lipideos) e dieta ocidental (40% e 45% de Kcal
oriundo de lipideos) resultaram em aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica
(BHE), levando a potencial neuroinflamagdo e/ou alteragdes comportamentais e cognitivas

em roedores (GUILLEMONT-LEGRIS e MUCCIOLI, 2017).

O impacto a longo-prazo da obesidade induzida pelas dietas na neuroinflamacao
apresenta diferentes agdes sobre diferentes regides cerebrais. No hipocampo, alguns

marcadores inflamatérios como IL-1f, IL-6, TNF-a se mostraram elevados. Notoriamente ha
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aumento da astrogliose na ativagdo glial e sobre a BHE verifica-se aumento do
extravasamento de IgG com o envelhecimento apds dieta hipercalorica (60% Kcal da gordura)

(GUILLEMONT-LEGRIS e MUCIOLI, 2017).

Tozuka, Wada e Wada (2009) evidenciaram que a prole de matrizes submetidas a
uma dieta rica em gordura desenvolveu hiperlipidemia com actimulo de lipidios peroxidados
no soro sanguineo e no giro denteado do hipocampo durante o periodo pds-desmame.
Ademais, foi observada também uma redug¢do da neurogénese, o que sugere que o estresse
oxidativo mediado por lipidios ¢ capaz de reduzir a proliferacdo neuronal nesta area. Em
contrapartida, a diminui¢do da ingestdo dietética em ratos promoveu neurogénese por induzir
a sobrevivéncia e diferenciacdo de novos neurdnios e neste processo o fator neurotréfico
derivado cerebral (BDNF) esta envolvido (LEE et al., 2000); (LEE, SEROOGY, MATTSON,
2002). Park, Choi, et al. (2010) propdem que dietas ricas em gorduras diminuem os niveis de
BDNF e aumentam os niveis de malondialdeido (MDA). Este ultimo exerce efeito toxico
sobre células nervosas progenitoras (NPC), no entanto o tratamento com BDNF restaura a
atividade destas células. Além disso, eles sugerem que o BDNF possui papel importante no
controle do peso, agindo em algumas situagdes como fator anorexigeno.

Pistell et al., 2010, observaram que camundongos C57BL/6 submetidos a uma dieta
rica em gordura, dieta ocidental (41% de gordura) resultou no aumento do peso corporal e da
reatividade dos astrécitos, mas nao houve prejuizo a cognicdo (medida através de teste de
labirinto Stone T-maze), reatividade microglial ou niveis elevados de citocinas. Porém nos
animaisque receberam dieta com alto teor de gordura (60% de gordura), o peso corporal
aumentou e a cogni¢do foi prejudicada, apresentando aumento da inflamacdo cerebral e
diminui¢do do BDNF. Concluiu-se nesse estudo que embora diferentes formulacdes de dieta
possam aumentar o peso corporal, as dietas com maior teor de gordura sdomais propensas
para alterar a cogni¢cdo comportamentale estdo associadas a inflamagao cerebral.

Atualmente, ndo esta claro se os efeitos diferenciais da dieta de alto teor de gordura e
dieta ocidental na neuroinflamagdo sdo apenas devido a composi¢do diferencial de lipideos
presentes na dietaou o fato de té-la em excesso (GUILLEMONT-LEGRIS e MUCIOLI,
2017).
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1.7 Hipocampo

O hipocampo ¢ uma regido pequena do cérebro que faz parte do sistema limbico e
¢ associado primeiramente com a memoria € a navegagao espacial. Apresenta-se como uma
estrutura bilateral que estd representada como uma crista que se estende para o ventriculo
lateral. A superficie exterior do hipocampo contém de fibras mielinizadas advindas, de células
do hipocampo, e deixam a regido através de uma grande via eferente, o fornix. O envoltdrio
exterior do hipocampo ¢ branco devido ao revestimento de mielina dos axdnios. O
revestimento externo ¢ o chamado alveus, constituido por fibras aferentes e eferentes que dao
origem a fimbria que, por sua vez, ¢ continuada com o férnix. O hipocampo ¢ dividido em
corno de Amon, giro denteado, e subiculo. O corno de Amon ¢ subdividido em quatro
subcampos: CA (Cornu ammonis) 1 a 4. Seguindo da camada exterior para a mais medial, o
corno de Amon contém as camadas: alveus, estrato oriens, piramidal, radiado, lacunoso e a
camada molecular. O GD ¢ composto de células estreitamente empacotadas chamadas células
granulares. Os axonios das células granulares se estendem para as células piramidais da regido
de CA3, e emitem fibras para a regido de CA1, compondo a chamada via colateral de Schaffer

(Figura 6).

A partir de CAl, as fibras prolongam-se para o complexo subicular e para as
camadas profundas do cortex entorrinal. CA1 ¢ a camada que ocupa a maior parte da regido
superior, ¢ a CA2 a maior parte da regido inferior. CA2 representa uma pequena area entre
CAl e CA3. CA4 forma uma zona de transi¢do entre o hipocampo e¢ o GD, contendo um
agrupamento de células grandes que preenche o hilo do giro denteado. (ISCASON, 1987;
WITTER, 1989).
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Figura 6. (A) Ilustracdo das camadas do hipocampo. (B) Ilustragdo da via colateral de

Schaffer
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Fonte: adaptado de http://what-when-how.com/neuroscience/the-limbic-system-integrative-systems-part-1/.

O hipocampo vem sendo alvo de estudos relacionados com a aprendizagem e
memoria por servir como um modelo para o processamento cortical e sua citoarquitetura
regular ser relativamente simples. Outra razdo para escolha é pelo tamanho e a localizagao
central indicando que ele desempenha um papel importante na funcdo do cérebro total. O
aprendizado e memdria representam um processo neural comum aos humanos e animais,
permitindo que o estudo em animais seja extrapolado em parte para os humanos

(KLAUSBERGER; SOMOGYTI, 2008).
1.8 Neurogénese do hipocampo

Na regido hipocampal o processo de gerag¢do de neurdnios funcionais ocorre desde
o cérebro embrionario até a fase adulta do individuo, em que ha continua produgdo de novas
células nervosas para substituicdo dos neurénios mortos e assim novas sinapses funcionais
sdo estabelecidas. A neurogénese ocorre pelo menos de duas maneiras: proliferagdo ou
sobrevivéncia neuronal. A proliferacdo refere-se a multiplicacdo de neurdnios pela atividade
de células tronco, enquanto que a sobrevivéncia diz respeito a quantidade desses neurdnios

que chegam a maturidade funcional.

Estudos relatam quea proliferacdo das células no cérebro continua apds o
nascimento e por toda a vida adulta na zona subventricular (ZSV) dos ventriculos laterais de
mamiferos. Lois e Alvarez-Buylla (1994) evidenciaram que existe um grande ntimero de
células marcadas com timidina radioativa na regido ZSV, quando comparado a outras regides
como cortex e estriado. Os mesmos realizaram estudos in vitro e viram que as células da ZSV

sdo capazes de migrar da regido de cultura e sdo também capazes de se diferenciar em
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neurdnios e glia. Frankland e Miller (2008) relatamque os neuronios gerados continuamente
na ZSV dos venticulos laterais podem migrar para o bulbo olfatério, amadurecem e adquirem
caracteristicas de neurdnios maduros. A migragdo de células ¢ um importante mecanismo para

substituir as células mortas do bulbo olfatorio.

Focos neurogénicos foram identificados no cérebro mamifero adulto, incluindo a
zona subgranular (ZSG) dohipocampo. A progénie de células-tronco ZSG migra para a
camada celular de granulos (GCL) do giro denteado (GD) e integram-se a circuitos do
hipocampo como neurdnios excitatérios maduros (KOZAREVA, 2017). E provaval que as
células provenientes desta regido sejam essenciais ndo para substituir as células mortas, como
ocorre no bulbo olfatério, mas sim para adicionar mais células e consequentemente levar ao

crescimento do tecido (Figura 7).

Figura 7. Formacao estrutural diferente da neurogénese no bulbo olfatorio e no giro denteado
do hipocampo.
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Fonte:Adaptada de Frankland e Miller, (2008). No cérebro adulto, a neurogénese persiste em duas regides: a
zona subventricular do ventriculo lateral (novos neurénios migram ao longo do fluxo migratorio rostral para
preencher o bulbo olfativo) e a regido subgranular do hipocampo (os novos neurdénios migram a curta distancia
da zona subgranular a camada granular do giro denteado). (B) Os neurénios gerados no adulto sdo essenciais
para a manuten¢@o do bulbo olfatério. Quando a neurogénese ¢ bloqueada para esse sitio, existe uma deplecdo
extensiva de células granulares no bulbo olfatorio. (C) Em contraste, no giro denteado, os neurdnios gerados no
adulto contribuem para o crescimento do tecido. Quando a neurogénese do hipocampo ¢é bloqueada, o
crescimento do giro ¢é atenuado.
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Kempermann et al. (2008) relatam que a neurogénese do hipocampo adulto ¢
implicada na aprendizagem e memoria, bem como desempenha um papel no humor (BALU e
LUCKI, 2009, O'LEARY e CRYAN, 2014). A neurogénese do hipocampo pode ser
comprometida negativamente por fatores como idade, estresse e depressio (CAMERON,
MCKAY,1999); (KUHN, DICKINSON-ANSON, GAGE,1996); (WALTER, KEINER,
WITTE et al.,2011); (WARNER-SCHMIDT, DUMAN,2006); (MARLATT ¢ LUCASSEN,
2010; SPALDINGet al., 2013) e melhorada pela atividade fisica, estimulo ambiental e fatores
de crescimento (KEMPERMANN, KUHN, GAGE,1997); (OLSON, EADIE, ERNST et al.,
2006); (VAN, SCHINDER, CHRISTIE et al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre dietas de altor teor de calorias e suas implica¢des tém se tornado
cada vez mais frequentes. No Brasil, segundo o tltimo levantamento do Ministério da Saude,
os numeros de sobrepeso na populagdo brasileira, passaram de 42,7 %, em 2006, para 48,5%,
em 2011. Outro fator preocupante ¢ a exposicao da populacio ao MeHg. Recentemente um
acidente ocorrido em 2015, devido ao rompimento de uma barragem em Mariana-MG, trouxe
a tona os riscos que a contaminac¢ao por esse metal pode provocar na satde humana, como
dislipidemias e alteragdes neurologicas. Estudos recentes mostraram que a exposi¢do ao
MeHg pode se tornar cronica, podendo levar a perda de memoria, distirbios motores e riscos

para doencas cardiovasculares (CHANG et al., 2008).

Este estudo propde investigar a associacdo de uma dieta ocidental e intoxicacao
por MeHg nas alteracdes morfoldgicas e de estresse oxidativo no hipocampo. Antes da
realizagdo do presente trabalho, nenhum outro estudo foi encontrado, avaliando as

consequéncias dessa associa¢do nessa regido do SNC.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo pretende avaliar o efeito de uma dieta ocidental associada ou ndo a

intoxicacdo cronica por MeHg no ganho de peso corporal, pardmetros niveis séricos de

marcadores lipidicos, alteragdes morfologicas e de estresse oxidativo no hipocampo de

camundongos C57BL/6J apds desmame.

3.2 Objetivos Especificos

Monitorar o ganho de peso corporal de camundongos C57BL6/J submetidos a dieta

ocidental e/ou expostos a intoxica¢do mercurial.

Avaliar os niveis séricos de triglicérides e colesterol total e dosagem de nivel de
MeHg no pelo de camundongos C57BL6/J submetidos & dieta ocidental e/ou

expostos a intoxica¢cdo mercurial.

Avaliar se a dieta ocidental aumenta a intoxicagdo mercurial, elevando os niveis de

Hg no pelo dos animais expostos com MeHg.

Analisar através do método de estereologia as principais alteragdes de volume do
hipocampo e suas camadas em camundongos C57BL6/J submetidos a dieta ocidental

e/ou expostos a intoxicagdo mercurial.

Avaliar alteragdes de estresse oxidativo (niveis de glutaniona, GSH e glutationa
peroxidase, GPx) no hipocampo de camundongos C57BL6/J, apds intoxicagdo

mercurial e/ou dieta ocidental.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J, ap6s desmame, com idade de
21dias e peso entre 8-10 gramas. Os mesmos foram provenientes do biotério de producdo do
Nucleo de Biologia Experimental (Nubex), da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e
mantidos sob rigoroso controle sanitario. Esses animais foram mantidos em microisoladores
em racks com sistema automatico de ventilagdo, filtragem do ar e controle de luz, com livre
acesso a ragdo e agua. Os mesmos permanaceram em temperatura controlada de 21°C. Os
experimentos foram realizados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e o protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Cuidado Animal da Universidade de Fortaleza, com parecer de n® 015/2015 (Anexo).

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais de
acordo com a idade, tipo de dieta e exposicdo ao MeHg (normonutrido, recebendo dieta
padrdo e hiperlipidica, recebendo dieta ocidental, com ou sem exposicdo de MeHg) (Tabela

2).

Tabela 2. Desenho experimental e grupos planejados.

Dieta Dieta Dieta Dieta

Grupos Racao Racao

Experimentais comercial Ocidental comercial Ocidental

(n=5) padrdo padrdo

Normonutrido  Hiperlipidico Normonutrido  Hiperlipidico
N) (H) + MeHg + MeHg

(NHg) (HHg)

Idade Pés-natal

(em dias) 21-61 21-61 21-61 21-61

Para o grupo normonutrido foi ofertada dieta padrdo comercial para roedores
(Presence Labina®), ja para o grupo hiperlipidico foi ofertada uma dieta composta de 42% de
lipideos, quanto ao terceiro grupo normonutrido + MeHg foi ofertada dieta comercial padrao
para roedores e os animais deste grupo foram expostos a intoxica¢do através de MeHg e o
quarto e ultimo grupo hiperlipidico + MeHgfoi submetido a dieta ocidental e exposto ao

MeHg. Todos os grupos receberam agua e ragao ad libitum por 40 dias.
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4.2 Equipamentos e materiais

Durante todo o protocolo experimental, foram utilizados instrumentos e aparelhos

listados abaixo:

* Balanga digital eletronica para pesagem de animais — Filizola;

* Balanga analitica precisa (Eletronic Balance FA-2104N);

* Centrifuga refrigerada para tubos Sigma 1-14k — Uniscience;

* Criostato (Leica CM 1850);

* Espectrofotometro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Shimadzu Corp, Toéquio,
Japdo);

* Espectrofotometro de absorcao atomic (DMA-80, da Milestone Sel - Italia);

* Tubos Eppendorfs;

e Tubos Falcons;

* Geladeira e freezer Thermo Scientific (-80°C);

¢ Intrumental cirargico;

*  Microscopio Nikon Eclipse;

* Ponteiras para pipetas;

* Seringas (B-D Plastipak);

* Tubos de polipropileno para centrifuga;

* Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio;

*  Vortex Maxi Mix II Thermolyne tipe 37600 mixer;

* Luvas de nitrila;

* Mascara e o6culos de protecdo individual 3M contra risco biologico;

* Espectrometro de absor¢do atdbmica DMA-80;

* Tubos para coleta de sangue sem EDTA;

* Microisoladores (Alesco, Monte Mor — Sao Paulo, Brasil);

* Microscopio confocal;

* Paquimetro digital (nove 54 ferramentas);

* Placas de petri.
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4.3 Drogas, reagents e solucoes
¢ Cloreto de metilmercurio (Sigma-Aldrich, Brasil);
* Soro Fisiologico;
» Cetamina (Kensol® Konig);
* Xilazina (Vetanarcol® Koénig);
e Paraformaldeido 4%;
* Sacarose a 30%;
* Solu¢do de Karnovsky;
¢ Tissui-Tek O.C.T. composto, (Sakura);
* PBS (tampao fosfato salino);
¢ Kit Labstest® para dosagem de colesterol;
* Kit Labstest® para dosagem de triglicerideos.
* EDTA 0,02M
* DTNBO0,01M
* Tampao Fosfato 0,1M

4.4 Inducdo da hiperlipidemia

Para inducdo da hiperlipidemia, os animais foram submetidos a alimentagdo
exclusiva com dieta ocidental (42% de lipideos), otimizada de gordura com 0,15% de
colesterol (0,15 g/100g da dieta). A mesma foi preparada no Laboratorio de Bioquimica
Nutricional, Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG, Belo
Horizonte, MG, Brazil. A dieta rica em gordura foi preparada de acordo com os padrdes da
Associagdao de Quimicos Analiticos Oficiais. Os macronutrientes da dieta ocidental foram
pesados e misturados homogeneamente para formar uma massa, em seguida a dieta foi
armazenada separadamente em uma geladeira (4°C) em caixas de plastico hermeticamente
fechadas. A dieta (em g/100g) foi composta de sacarose (34,15g), caseina (19,5g), amido de
milho (15,0g), matéria seca do leite anidro (21,0g), celulose (5,0g), mistura mineral (3,5g),
mistura de vitaminas (1,0g), carbonato de célcio (0,4g), metionina (0,3g), etoxiquina (0,005g)

e colesterol (0,15g) (REZENDE et al., 2011).
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4.5 Intoxicacio dos animais

Os grupos que foram intoxicados com MeHg receberam diariamente uma solugdo de
cloreto de MeHg na 4gua de beber (20 mg/L) (ANDERSEN e ANDERSEN, 1993) durante o
periodo pds-natal de PN41 até PN61. Os animais apresentaram um consumo médio de agua
de aproximadamente 6 ml/dia, considerando que cada animal atingiu o peso de 25 a 30g ao

final do experimento, chegamos ao consumo total de 84 mg/Kg ou 4 mg/Kg/dia .

Ao final do protocolo, os animais foram submetidos a eutanasia com overdose de
cetamina/xilazina, em seguida foi realizada a coleta das amostras. Os animais foram
sacrificados ao completar 40 dias de dieta (61 dias de vida pds-natal). As amostras destinadas
para realiza¢do de técnicas de biologia molecular foram imediatamente acondicionadas em
nitrogénio liquido. A coleta de sangue (sem anticoagulante) foi feita por pung¢do transcardiaca
para obtengdo de soro. O soro foi obtido a prtir de centrifugacdo do sangue total coagulado a
8.000 Rpm por Smin a 4°C. Foi feita coleta dos pelos dos animais, com material plastico na
regido dorsal do animal apds o sacrificio. Outros animais foram perfundidos com solugdo de
Karnovsky por via transcardiaca e o hipocampo foi dissecado em placa de gelo e processado

para analises estereologicas (LADD et al., 2010).

4.6 Manejo e descarte de material contaminado com MeHg

Os animais expostos ao cloreto de MeHg permaneceram por todo tempo em
microisoladores com suas devidas mamadeiras separadas para esse fim. Os microisoladores
foram devidamente identificados com adesivos contendo o simbolo de material contaminante

e risco biologico (Figura 8) e o diagrama de Hommel (Figura 9).
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Figura 8. Microisolador apresentando adesivo com simbolo de material com risco biologico.
|

Fonte: Propria.

Figura 9. Microisolador apresentandoadesivo com simbolo do diagrama de Hommel

ATENCAO!
* Manusear usando o kit de EPI adequado ao
contaminante MetilMercurio.
N3o trocar dgua dos animais.
\ Lavagem das gaiolas de acordo com os
padrdes estabelecidos pelo coordenador do

e e——————

Fonte: Pr(’)pri.
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Toda manipulagdo dos animais foi feita com materiais de protecdo individual
(EPI), incluindo mascaras, luvas, gorros, aventais. Os EPIs foram descartados apds serem
utilizados em sacos identificados como risco bioldgico e foram enviados para empresa

especializada para tratamento do material contaminado (incineracao).

Os microisoladores contaminados foram limpos em agua corrente por técnicos

treinados portando os EPIs necessarios.

O descarte da maravalha contaminada foi feito em saco com a identificagcdo de
risco bioldgico e enviada para incineracdo, visto que parte pequena do MeHg ¢ excretada pela

urina e fezes.

O descarte das carcagas dos animais foi feito envolvendo-as em papel aluminio e
colocando-as em sacos com identificacdo de risco bioldgico, sendo enviadas para empresa
especializada para tratamento do material contaminado (incineragdo). Até o envio, as carcagas
em saco plastico com identificacdo de risco biologico foram armazenadas em freezer para

esse fim.

O preparo da solucdo de MeHg foi realizada em cabine de seguranca com
exaustor. 20mg de cloreto de MeHg foram diluidos por litro dedgua comum filtrada para
administracdo aos animais. O produto foi pesado em balanga analitica dentro da cabine de
biosseguranga. A solugdo de cloreto de MeHg (20 mg/L) foi armazenada em container com

tampa de fluoropolimero. O MeHg foi pesado em balanga analitica utilizando papel de filtro.

A administragdo da solucdo de MeHg em mamadeiras envolvidas com papel
aluminio foi feita para os animais no PN41 ao PN 61, ad libitum. A troca da solu¢do de MeHg

foi feita semanalmente.

A agua contaminada residual das mamadeiras foi armazenada em recipientes de
plastico, identificados com o diagrama de Hommel e o simbolo de risco bioldgico e

armazenadose protegidos em lugar reservado e de acesso controlado (UNIFESP, 2017).
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4.7 Analise Ponderal

Os animais foram pesados em dias alternados com intervalo de 48h, sempre no
periodo da manha, durante o protocolo experimental de 40 dias, sendo ao total 14 dias de
pesagem. Ao final foi calculado um delta de peso em (g) que consiste na diferenga entre o

peso final e o peso inicial.
4.8 Dosagem de Metilmercurio

A quantificacdo do MeHg presente nos animais foi feita através de analise dos pelos
dos mesmos. Para obtencdo dos pelos, foi feita tricotomia da regido lombar dos animais
através do uso de lamina de bisturi. Cuidadosamente utilizando uma pinga, o material foi
obtido e armazenado em recipientes de vidro de borosilicato, cor ambar, com tampas
contendo batoques feitos a partir de depolitetrafluorretileno, garantindo a ndo evaporagdo do
produto (EPA, 2001). Os frascos foram sinalizados com uma etiqueta azul contendo as
precaucdes e cuidados com o contato da pele, olhos, roupas e inalagcdo, bem como instrugdes

sobre a ventilagdo adequada (EPA, 2001; KASPER et al., 2014).

Apds a coleta do material e armazenagem, o material foi enviado para o
departamento e quimica da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, para ser
submetido ao método de espectofotometria de absor¢do atomica. As vidrarias utilizadas nos
procedimentos analiticos foram previamente mantidas em solu¢do de HNOs 10%, por 24 h,
KMnO4 em solugdo H,SOs e NH,OH HCI a 10%, lavados com d&gua corrente, e
posteriormente lavados com 4gua destilada e deionizada em sistema Milli-Q e secos em estufa

a temperatura de 50°C.

As determinagdes de Hg total nas amostras foram realizadas de acordo com o
método analitico proposto por Akagi, Malm e Branches (1996), sendo descrito
resumidamente a seguir: amostras foram pesadas e acondicionadas em frascos de digestdao de
aproximadamente 50 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de HNO; + HCIO4 (1:1), 5
mL de H,SO4, 1 mL de H,O deionizada. Apos agitacdo, os frascos de digestdo foram levados
a chapa aquecedora a temperatura de 220°C durante 20 minutos. Em seguida, as solugdes
foram resfriadas a temperatura ambiente, transferidas para baldo volumétrico de 50 mL,
aferidas e homogeneizadas com agua. Na realizacdo das andlises foram utilizados reagentes

da marca Merck. As determinagdes de Hg®" nas amostras foram feitas por espectrofotometria
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de absor¢do atdmica com sistema de geragdo de vapor a frio, utilizando-se analisador direto

de mercurio (MASCARENHAS et al., 2004).

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM), sendo
comparados os valores de concentragdo de mercurio dos animais expostos ao dos animais

controles (ndo intoxicados).

4.9 Analise de lipidios séricos (coleterol total e triglicérides)

Amostras de sangue foram coletadas por via transcardiaca e alocadas em tubos

Eppendorf para obten¢do de soro.

Os niveis de colesterol total e triglicérides séricos foram determinados por analisador

semi-automatico (LabQuest, Labtest, Brasil), utilizando kits de diagnéstico (Labtest”, Brasil).

4.10 Analise estereologicas

4.10.1 Perfusao transcardiaca da solugdo fixadora

Com o animal devidamente anestesiado, foi feita uma incisdo na cavidade
toracica. Uma agulha de insulina, fixada na ponta de um fragmento de mangueira de um
equipo foi introduzida no ventriculo esquerdo. Uma pequena incisdo foi feita no atrio direito
(para drenagem do sangue e excesso de solucdo fixadora). Em seguida fez-se perfusdo de
aproximadamente 10 mL de solugdo fisiologica 0,9% de NaCl, com auxilio de uma seringa de
mesmo volume que foi instalada na outra ponta do fragmento da mangueira. Este
procedimento tem como objetivo a remo¢do do méaximo de sangue do corpo do animal.
Posteriormente foi realizada perfusdo de aproximadamente 10 mL de solucdo fixadora de
Palay (contendo 1% de formaldeido e 1% de glutaraldeido em tampao de fosfato 0,12 M e pH
7,2) (ANDRADE; MADEIRA; PAULA-BARBOSA, 1995). Apos a perfusdo, o hipocampo
foi imediatamente dissecado, estabilizado manualmente ao longo do eixo septotemporal
(diminuir a curvatura anatdmica do 6rgdo), e acondicionado em recipiente contendo a mesma

solucao fixadora (CHEN et al., 2008).
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4.10.2 Microtomia, coloragdo e preparo das laminas

As metades de cada amostra de hipocampo (ou seja, os hemi-hipocampos) foram
selecionados para o preparo dos cortes aleatoriamente, sem distingdo entre direito e esquerdo.
Subsequentemente as amostras foram criopreservadas em sacarose 30% embebidas em tissue
tek e sequencialmente cortadas em secgdes de 30 um de espessura. Foi utilizado para este
procedimento um aparelho de criostato (Figura 10). Os cortes foram ortogonais ao eixo
longitudinal do hipocampo e uma fracdo média de (1/30). As secgdes finas foram recolhidas
em laminas de vidro, coradas com uma solugdo alcoolica a 1% de azul de toluidina,
desidratadas em concentragdes progressivas de etanol, montadas com laminula e DPX (Fluka,
Buchs, Suica), e utilizadas para padronizar a posicdo exata (HOSSEINI-SHARIFABAD;
NYENGAARD, 2007) e para estimativa do volume do hipocampo fixado e das camadas
CA1, CA2/CA3, CA4, GD, e volume total do hipocampo utilizando o principio de Cavalieri
(Figura 11). E representado pela formula:V=XP x (a/p) x t x k, onde V (volme), P

(somatorio de pontos), a/p (area por pontos), t (epsessura do corte) e k (sec¢do).

Figura 10. Criostato utilizado para obten¢ao dos cortes de 30 pum de espessura do hipocampo.

- |© N ®
P LEICA 101850

Fonte: propria.
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Figura 11. Sistema de pontos em cruz utilizado para delimitar area das camadas do

hipocampo e posterior analise do volume das mesmas atrvés do principio de Cavalieri.

Fonte: Propria.

Neste estudo, toda a estrutura do hipocampo, incluindo camada de células
granulares do giro denteado e a camada de células piramidais de CAl, CA2/CA3 e CA4
(Figura 12), foram definidas em todos os niveis do corte de acordo com as coordenadas
estereotaxicas publicadas anteriormente (PAXINOS; FRANKLIN, 2004).

Foi adotado como validagdo das médias dos volumes das camadas do hipocampo
o coeficiente de erro, calculado pela formula: CE (EP) = VTotal variance/EP e aceito para
variagdes de até 15%. Nos achados do presente estudo encontrou-se os valores médios de
coeficiente de erro por grupo nas medidas de: CAl [N(2%), H(2%), NHg (3%) ¢ HHg
(3,2%)], CA2/CA3 [N(2%), H(2%), NHg (3%) ¢ HHg (3,2%)], CA4 [N(2%), H(2%), NHg
(3%) e HHg (3,4%)], GD [N(2%), H(2%), NHg (3%) e HHg (3,2%)] e volume total do
hipocampo [N(1%), H(1%), NHg (1,4%) e HHg (1,%)].
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Figura 12. Sec¢ao coronal de hipocampo mostrando toda a estrutura do 6rgdo em
camadas. As pontas de seta indicam os limites da camada CAl. Devido as pequenas
dimensodes da camada CA2, esta foi incluida na camada piramidal CA3, nomeada CA3/CA2.

(Corado com azul de toluidina. Barra de escala: 500 um).

Fonte Propria.

4.11 Avaliacao do estresse oxidativo em amostras de hipocampo

Para a avaliagdo da glutationa (GSH), os teores foram medidos como grupo total
de sulfidrilo ndo proteico (NPSH), utilizando o método de Moron et al. (1979). Rapidamente,
as proteinas foram precipitadas com 25% de TCA, centrifugadas e o sobrenadante foi
recolhido, o qual foi misturado com solucdo salina tampao de fosfato de sédio 0,2 M (PH
8,0), DTNB 0,06 mM e incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente, em solucao
tampao fosfato de potéssio (0,1 M, pH 7,4) na propor¢do de 10%. A absorvancia das amostras
foi lida contra o branco a 412 nm em um espectrofotdmetro e a concentragdo de GSH foi

calculada a partir de uma curva padrao (VISWANADH, 2010).

Para avaliacdo da glutationa peroxidase (GPx) os hipocampos foram pesados e
homogeneizados em tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,4) na propor¢ao de 10%. O
homogenato foi centrifugado a 1200 rpm, por 15 minutos, 4 °C. Depois da centrifugacio, 100
pL do sobrenadante foi adicionado a 150 pL do cocktail (Glutationa redutase (1U): 50 pL;
GSH: 0,0768g, NADPH: 0,0167g e peroxido de hidrogénio H,O, 0,4%, diluidos em 25 mL de

tampao fosfato de potdssio) em placa de 96 pogos. A placa foi lida em leitor de microplacas
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por 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e em comprimento de onda de 365 nm
(YOSHIKAWA et al., 1993). A area sobre a curva dos valores das absorbancias, nos
intervalos de tempo de 1 minuto foi calculada e dividida pelo coeficiente de extingdo do
NADPH = 6,22 M x cm™ e multiplicado por 1000. Os resultados obtidos foram expressos
em umol de glutationa peroxidase, pelo tempo, por miligrama de proteina (umol/min/mg de
proteina). A dosagem de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Lowry ef al.

(1951).
4.12 Analise estatistica

Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo da média (EPM). O teste
de variancia ANOVA seguido pela correcdo por Bonferroni foi utilizado para comparar os
grupos. O valor de p <0,05 foi usado para indicar diferencas significativas. Para construgdo
dos graficos e andlise estatistica foi utilizado o programa Graph Pad Prism (GraphPad Prism 5

Software, San Diego, CA, USA).
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S RESULTADOS
5.1 Avaliacido ponderal dos grupos experimentais

Os animais que receberam a dieta ocidental por 40 dias e foram expostos ao
MeHg (grupo HHg) apresentaram redugao significativa (p<0,001) do delta de ganho de peso
(g) (9,83 + 0,36g) quando comparado com o grupo H (11,85 + 0,25g). Nao houve diferenca
significativa no delta de ganho de peso entre os grupos N e NHg (10,0 £+ 0,36g) (Figura 13).

Figura 13. Efeito da administragdo de dieta ocidental e exposi¢do ao MeHg sobre o delta de

ganho de peso corporal (peso final - peso inicial) de camundongos C57BL/6J.
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 7 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).***p<0,001
entre os grupos H e HHg.
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5.2 Concentrac¢io de mercurio no pelo dos grupos experimentais

A exposi¢do cronica a0 MeHg nos animais durante um periodo 20 dias resultou
em aumento significativo nos niveis de Hg no pelo, alcangando (355 + 110,8 mg/Kg) no
grupo NHg e 264,5 + 84,96 mg/Kg no grup HHg (p <0,001), quando comparado com os
grupos nao intoxicados, grupo N (0,66 £ 0,06 mg/Kg) e grupo H (0,38 + 0,09mg/Kg). Nao
houve diferenga significativa na dosagem de Hg no pelo entre os dois grupos de animais

intoxicados (p>0,05) (Figura 14).

Figura 14. Analise da concentracdo de mercurio por kg de pelo de camundongos C57BL/6J.
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N H NHg HHg
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 5 animais em cada grupo.***p<0,001 indica aumento
significativo em relagdo ao grupo H e N (ANOVA, Bonferroni).
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5.3 Dosagem dos niveis séricos de colesterol total

No grupo normonutrido, a exposi¢do cronica do MeHg na 4gua de beber por 20
dias causou o aumento significativo dos niveis de colesterol total sérico, grupo N (96,8 +
3,72mg/dL) vs grupo NHg (173,2 £+ 16,73 mg/dL) (p<0,01). Da mesma forma, no grupo que
recebeu a dieta ocidental, a exposicdo cronica do MeHg na 4gua de beber por 20 dias causou
o aumento significativo dos niveis de colesterol total sérico, grupo H (98,20 £+ 15,23) vs HHg
(189,0 + 26,96 mg/dL), p<0,05. Nao houve diferenga significativa nas concentragdes séricas

de colesterol total entre os dois grupos de animais intoxicados (p>0,05) (Figura 15).

Figura 15. Impacto da administragdo de dieta ocidental e exposicdo ao MeHg sobre a

concentragdo de colesterol total sérico (mg/dL) em camundongos C57BL/6J.
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 5 animais em cada grupo.**p<0,01 entre o NHg e N, “p<0,05
entre os grupos HHg e H (ANOVA, Bonferroni).
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5.4 Dosagem de triglicerideos

Foi observado aumento significativo dos valores médios de triglicerideos do
grupo HHg (233,6 + 23,09 mg/dL) em comparagdo aos demais grupos (p<0,01). Nao houve
diferenga estatistica entre os grupos N (161,0 + 9.99 mg/dL), grupo H (153.2 + 14.47 mg/dL),
e NHg (148,0 + 14,14 mg/dL), respectivamente (Figura 16).

Figura 16. Efeito da administracdo de dieta ocidental e exposicdo ao MeHg sobre a

concentragdo de triglicerideos séricos (mg/dL) de camundongos C57BL/6J.
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Os valores foram expressos pela média £ EPM de 5 animais em cada grupo.**p<0,01(ANOVA, Bonferroni).
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5.5 Dosagem de glutationa (GSH) no hipocampo

Na andlise no hipocampo, evidenciou-se uma diminui¢do siginificativa (p<0,01)
na concentra¢do de GSH (pumol), como marcador de balango oxidativo, do grupo H (112,3 +
36,1 pmol) (p<0,01) e do grupo NHg (28,69 + 10,01 pumol) (p<0,0001) quando comparado
com o grupo N (320,4 + 41,97 umol). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os

niveis de GSH dos grupos H, NHg e HHg (70,99 + 24,21 umol) (Figura 17).

Figura 17. Avaliacao do estresse oxidativo por meio da analise das concentragdes de GSH no
hipocampo dos camundongos C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicagdo pelo

MeHg.
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 5 animais em cada grupo.” p<0,01 entre os grupos N e H,
##p<0,0001 entre os grupos N e NHg (ANOV A, Bonferroni).
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5.6 Dosagem de glutationa peroxidase (GPx) no hipocampo

A intoxicagdo por MeHg na dagua de beber reduziu significativamente as
concentragdes de GPx no hipocampo, independente da dieta utilizada. Foi evidenciada
reducdo da concentracdo nos grupos NHg (53,24 + 0,97umol) quando comparado com o
grupo N (63,57 £ 1,59 pmol) (p<0,01), e do grupo HHg (49,48 + 1,32umol) quando
comparado com o grupo H (61,82 + 1,47 pmol) (p<0,0001).

Nao foi encontrada diferenca significativa nas concentragdes de GPx no

hipocampo entre os grupos N e H (Figura 18).

Figura 18. Avaliagdo do estresse oxidativo por meio da analise das concentragdes de GPx no
hipocampo dos camundongos C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicagdo pelo

MeHg.
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 5 animais em cada grupo.**p<0,01 entre os grupos NHg e N,
##5<0,0001 nos grupos HHg ¢ H (ANOVA, Bonferroni).
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5.7 Anailise estereologica do volume do hipocampo total

A administracdo da dieta ocidental por 40 dias por si s6 ndo alterou o volume total
do hipocampo quando comparado com o controle normonutrido (p>0,05).

A intoxicacdo mercurial cronica (20 dias) determinou reducdo significativa do
volume total no hipocampo independente da dieta (p<0,0001), conforme a seguir NHg (12,50
+ 0,21 mm’) e HHg (13,14 £ 0,07 mm’) quando comparado com os seus respectivos
controles, a saber: grupo N (15,92 + 0,23 mm’) e grupo H (16,82 + 0,39 mm”). Os grupos

NHg e HHg ndo diferiram em relagdo ao volume do hipocampo entre si (Figura 19).

Figura 19. Analise estereoldgica do volume total do hipocampo (mm’) de camundongos

C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicacdo pelo MeHg.

HHHH
*%k%k%k
20+ ‘
.
15=
ME S—
10+
€
5-
c | | | |
N H NHg HHg

Os valores foram expressos pela média + EPM de 5 animais em cada grupo.” p<0,0001 entre aos grupos NHg e
N. ##5<0,0001 enre os grupos HHg ¢ H (ANOVA, Bonferroni).
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5.8 Analise estereologica do volume de camada CA1l

O volume da camada CA1l do hipocampo apresentou uma reducdo significativa
(p<0,01) no grupo NHg (0,47 + 0,09 mm’) quando comparado com o grupo N (0,61 +
0,00mm°), ¢ do grupo HHg (0,51 + 0,06 mm®) quando comparado com o grupo H (0,68 + 0,01
mm’) (p<0,01), evidenciando um efeito neurotoxico de MeHg independente da dieta (Figura

20).

Figura 20. Anilise estereologica do volume da camada CAl do hipocampo (mm’) de

camundongos C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicacao pelo MeHg.

#H#
**
0.75 - ‘
1
——
050 - b ——
)
£
S
0.25 -
0.00 T T T T
N H NHg HHg

Os valores foram expressos pela média = EPM de 5 animais em cada grupo. **p<0,01 entre aos grupos NHg ¢ N.
"p<0,01 enre os grupos HHg e H (ANOVA, Bonferroni).
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5.9 Analise estereologica do volume de camada CA2/CA3

A administra¢@o da dieta ocidental por 40 dias ndo alterou de forma significativa
o volume das camadas CA2/CA3 do hipocampo (p>0,05). Contudo, a intoxicacdo pelo MeHg
por 20 dias resultou em redugao significativa do volume de CA2/CA3 do hipocampo tanto no
grupo NHg (0,48 + 0,01 mm”®) quando no grupo HHg (0,52 + 0,01 mm’) (p<0,05), comparado
com seus respectivos controles de dieta, a saber: grupo N (0,70 + 0,02 mm’) ¢ grupo H (0,79
+ 0,01 mm’) (p<0,001). Entretanto, nio houve diferenca significativa entre os grupos N e H,
novamente corroborando com um efeito neurotéxico do MeHg independente da dieta nesse

parametro (Figura 21).

Figura 21. Analise estereolégica do volume das camadas CA2/CA3 do hipocampo (mm’) de

camundongos C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicacao pelo MeHg.
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 5 animais em cada grupo p<0,05 entre aos grupos NHg e N.
#p<0,001 enre os grupos HHg e H (ANOVA, Bonferroni).
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5.10 Analise estereoldgica do volume de camada CA4

A administrag¢@o da dieta ocidental por 40 dias ndo alterou de forma significativa
o volume das camadas CA4 do hipocampo (p>0,05). Contudo, a intoxicagdo pelo MeHg por
20 dias resultou em reducdo significativa do volume de CA4 do hipocampo tanto no grupo
NHg (0,42 + 0,01 mm®) quando no grupo HHg (0,42 + 0,00 mm’), comparado com seus
respectivos controles de dieta, a saber: grupo N (0,52 + 0,03 mm’) (p<0,05) e grupo H (0,59 +
0,01 mm®) (p<0,001), sendo que ndo houve diferenca significativa entre os grupos N e H

(Figura 22).

Figura 22. Anilise estereologica do volume da camada CA4 do hipocampo (mm’) de

camundongos C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicac¢ao pelo MeHg.
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Os valores foram expressos pela média = EPM de 5 animais em cada grupo. *p<0,05 entre aos grupos NHg e N.
#p<0,001 enre os grupos HHg e H (ANOVA, Bonferroni).
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5.11 Analise estereologica do volume do giro denteado (GD)

Houve uma reducdo significativa no volume do GD do hipocampo apos exposi¢cdo
cronica de MeHg na agua de beber por 20 dias no grupo NHg (0,48 + 0,01 mm®) quando
comparado com o grupo N (0,63 + 0,00 mm’) (p<0,01), e do grupo HHg (0,46 + 0,01 mm”)
quando comparado com o grupo H (0,68 + 0,01 mm’) (p<0,01). Nio foi evidenciada diferenca

significativa entre os grupos N e H (Figura 23).

Figura 23. Anélise estereologica do volume do GD do hipocampo (mm®) de camundongos

C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicacdo pelo MeHg.
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Os valores foram expressos pela média = EPM de 5 animais em cada grupo. **p<0,01 entre aos grupos NHg ¢ N.
"p<0,01 enre os grupos HHg ¢ H (ANOVA, Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa tem como principal inovagdo avaliar pela primeira vez o efeito
combinado de uma dieta ocidental (hiperlipidémica, por 40 dias, 42% kcal de lipideos) com a
intoxicacao pelo metilmerctrio (MeHg) (4mg/kg/dia) por 20 dias na agua de beber ad libitum,
além do efeito isolado desses dois desafios, no hipocampo de camundongo C57BL/6J ap6s o
desmame (21 dias de vida pods-natal). Esse estudo passa a ter maior relevancia para
compreender os efeitos da exposi¢do do MeHg em humanos, exposicdo esta que pode ter
potencialmente ocorrido na regido de Mariana/MG, recentemente, o maior desastre ambiental
envolvendo contaminagdo de leito de rios por metais pesados no pais, ainda sendo objeto de

investigacdo (ANA, 2016).

Na Regido Metropolitana de Fortaleza (RMF)/CE, os aterros sanitarios, residuos
odontolégicos, combustdo de combustiveis fosseis, eliminagdo de lixo médico e municipal,
aguas residuais e escoamento urbano estdo entre as fontes humanas de polui¢do por Hg.
Como resultado, ostras e sedimentos amostrados em estuarios locais (rios Cocod e Ceard)
apresentaram maiores concentragdes de Hg quando comparados aos estuarios rurais ao longo
da costa do estado do Ceara (COSTA e LACERDA, 2009). H4 uma preocupagdo com o
consumo de peixes na RMF, pois os mesmos também podem ser expostos a maiores

concentragdes ambientais de Hg.

Lacerda et al. (2016) avaliando a contamina¢do por Hg e o risco associado a
satide humana pelo consumo de peixe comercializado na éarea costeira de Fortaleza, observou
que as concentragdes médias de Hg total medidas no musculo de peixes de espécies
comercializadas no mercado de Fortaleza, CE, Brasil variaram de 14 a 509 ng/g de peso
umido. As menores concentragdes ocorreram em pequenos peixes onivoros € as maiores em
grandes espécies de carnivoros, especialmente tubardes. Os maiores individuos (> 110 cm de
comprimento) da espécie Piscivora scomberomorus cavalla mostraram concentracdes de Hg
de até 1.737 ng/g, embora a concentragdo média para esta espécie tenha sido muito menor
(352 ng/g). Portanto, Os peixes maiores (ex: cavala) apresentaram concentracdes de Hg

acima dos limites legais para consumo humano, sugerindo risco para a populagdo.

Neste estudo, os grupos que foram expostos ao metilmercurio (MeHg) (dose de
20mg/L na 4gua de beber, com estimado consumo de 4mg/kg/dia) apresentaram

concentragdes significativamente elevadas de mercirio no pelo, confirmando que
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administracdo de MeHg na agua de beber induz intoxica¢do crénica nesses animais. Os
valores de 1pg/g de cabelo em populagdes dos Estados Unidos foi relacionado a presenga de
alteracdes cognitivas e comportamentais, sendo o equivalente ao consumo de 0,1pg/kg/dia

(Toxicological Effect of Methylmercury, 2000).

Foram observadas alteracdes no delta de ganho de peso corporal, sendo
significativas entre os grupos hiperlipidico intoxicado (HHg) e hiperlipidico (H), indicando
que a intoxicacdo mercurial teve um efeito redutor no ganho de peso apenas no grupo

hiperlipidico.

Elahy et al. (2015) utilizaram dieta ocidental enriquecida com acidos graxos
saturados em camundongos C57BL/6J, com 6 semanas de idade, por um periodo de 10
semanas, com padroes lipidicos semelhantes a dieta usada em nosso trabalho, e ndo encontrou
diferenca estatistica no peso final dos animais quando comparados com o controle (dieta com

baixo teor de gordura).

Cai et al.(2016), quando analisaram o efeito de dois modelos de dietas (12,5% e
40% de gordura, respectivamente) em ratos Sprague-Dawley, com idade de 7 semanas, com o
objetivo de determinar se hiperglicemia e hiperlipidemia poderiam causar estresse no reticulo
endoplasmatico (ERS) no hipocampo reduzindo os niveis de proteinas relacionadas com a
plasticidade neuronal, especificamente o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e a
sinaptofisina (SYN), evidenciaram que o grupo que consumiu dieta com alto teor de gordura
aumentou de peso significativamente em relagdo ao grupo com dieta com baixo teor de

gordura, utilizando-se porém protocolo de 8 semanas de intervengao.

Da mesma forma, Carlin et al. (2016) utilizaram modelo de Western Diet (17% de
proteina e 41% de gordura) para camundongos C57BL/6J, de 9 semanas de idade, e
encontraram aumento de peso significativo apds 8 semanas de protocolo em relacdo ao grupo
controle (com 13% de gordura), o que também foi observado no presente estudo, apesar do

tempo de dieta ser menor (40 dias/~ 6 semanas).

Quanto a intoxicagdo por MeHg, tem sido demonstrada na literatura uma redugao
do peso corporal dos animais intoxicados com esse agente. Corte et al.(2013) investigaram a
eficacia do disselenido de difenilo [(PhSe);] na atenuacdo da toxicidade induzida pelo MeHg
em ratos machos Wistar, com peso entre 250-310g e com idade entre 3 e 3,5 meses. Os

animais foram tratados com MeHg [Smg/kg/dia, intragastricamente (i.g.)] e/ou (PhSe,)
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[Img/kg/dia, intraperitonealmente (i.p.)] durante 21 dias. O ganho de peso corporal e os
déficits motores foram avaliados antes do tratamento, ¢ nos dias 11 e 21 de tratamento. O
cotratamento com (PhSe), aumentou a acumula¢do de Hg no figado (50,5%) e no cérebro
(49,4%), e aumentou os déficits motores induzidos por MeHg e a perda de peso corporal da
segunda semana até o final do tratamento em comparagdo com o grupo controle. Esses
resultados indicam que (PhSe), pode aumentar a carga corporal de Hg, bem como os efeitos
neurotoxicos induzidos por MeHg em ratos, porém essa perda ndo ¢ vista em todos os

trabalhos.

Quanto aos valores de colesterol total sérico, foi observado que os grupos
expostos a0 MeHg apresentaram aumento significativo quando comparado com os controles,
efeito esse independente da dieta. Esse resultado ¢ relevante, corroborando com achados na
literatura sugerindo que a exposi¢do cronica com o MeHg pode aumentar o risco
cardiovascular (MOREIRA et al., 2012). Os niveis séricos de colesterol total ¢ um
reconhecido marcador clinico de risco aterosclerético (LI ef al., 2015). Apenas o grupo HHg
apresentou aumento significativo nos niveis séricos de triglicerideos em comparagdo aos
demais grupos. Novamente indicando que um efeito combinando da dieta ocidental com a
intoxicacdo por MeHg pode aumentar o risco de doenga metabodlica e cardiovascular. O
diabetes mellitus tipo 2 ¢ a doenga metabolica cronica mais comum, afetando
aproximadamente 6% da populacdo adulta no mundo ocidental. Esta condi¢do ¢ uma das
principais causas de doencas cardiovasculares, cegueira. A influéncia da obesidade no risco
de diabetes tipo 2 ¢ determinada pelo grau de obesidade e pela localizagdo da gordura
corporal, sendo a resisténcia a insulina a principal ligacdo entre essas doengas metabolicas.
Estudos experimentais mostraram que os fatores alimentares, e particularmente os lipidios
(dietas com 40 a 60 % de lipidios), estdo fortemente associados ao ganho de massa corporal,
resisténcia a insulina, hipertensdo arterial, esteatose hepatica, hipertrigliceridemia e

consequnetemente diabetes tipo 2 ( SILVA et al., 2014).

O aumento da ingestdo de acidos graxos induz a ativacao de células imunes e uma
resposta inflamatoria em muitos 6rgdos, incluindo o figado. Frequentemente a esteatose ¢
observada devido ao acimulo de triglicerideos em hepatdcitos, levando a outros transtornos
associados a obesidade, como: hipertrigliceridemia, aumento da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), intolerancia a glicose e outros (GUILLEMONT-LEGRIS ¢ MUCCIOLI,
2017).
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Um recente trabalho de revisdo sistematica demonstrou a ocorréncia de sindrome
metabolica (SM) em individuos expostos ao MeHg. Roy, Tremblay e Ayotte (2017)
observaram uma correlacdo entre o aparecimento da SM, diabetes mellitus (DM) e a
intoxicacao pelo MeHg. Um total de 34 estudos foi analisado nessa revisdo. A avaliagdo dos
dados epidemioldgicos sugere uma possivel associacdo entre as concentragdes totais de Hg
em diferentes matrizes bioldgicas e a incidéncia de DM ou SM, mas a relagdo ndo ¢
consistente. Estudos in vivo e in vitro suportam a plausibilidade bioldgica da relacdo entre a
exposi¢do ao Hg e DM ou SM. Cinco dos nove critérios de Bradford Hill foram cumpridos:
forca, temporalidade, plausibilidade, coeréncia e analogia. O aumento da exposi¢do total ao
Hg pode aumentar o risco de DM e SM, mas a falta de consisténcia das evidéncias
epidemioldgicas evita a inferéncia de uma relagcdo causal. Estudos de coortes prospectivos
adicionais e consideracdo cuidadosa de varidveis e interagdes de confusdo sdo necessarios
para concluir sobre a relacdo causal da exposi¢do total ao Hg no desenvolvimento de DM ou

SM.

Moreira et al. (2012) pesquisaram os efeitos da exposi¢do ao MeHg (40 mg/l por
20 dias na agua de beber ad [libitum) de longo-prazo (28 dias) nos niveis de lipidos
plasmaticos e sua neurotoxicidade em camundongos C57BL/6. Esses autores observaram
aumento nos niveis de colesterol total plasmatico, o que também foi possivel identificar nos

achados desse presente estudo.

Analisando o estresse oxidativo, houve reducao significativa da concentragdo de
glutationa (GSH) nos grupos H, NHg e HHg, e de glutationa peroxidase (GPx) nos grupos
intoxicados, relacionando-se, assim, ao aumento do estresse oxidativo. Em relagdo ao volume
do hipocampo, observamos em todos os grupos intoxicados, uma reducdo significativa do

volume total e das camadas CA1, CA2/CA3, CA4 e GD.

Eom et al.(2014) e Chen et al.(2006) intoxicaram camundongos com baixas doses
de MeHg (20ug/kg/dia) e encontraram aumento na formagao de espécies reativas de oxigénio
e intolerancia a glicose com quatro semanas de exposicao. Esses autores sugeriram a presenca
de SM nos animais expostos. Nossos achados corroboram com esses trabalhos, indicando
hipercolesterolemia (aumentos nos niveis de colesterol sérico nos animais intoxicados pelo
MeHg), que, pode dar origem ou agravar a apresentagdo de outras desordens relacionadas ao

metabolismo lipidico e glicolitico. Uma das limitagcdes do nosso estudo foi ndo ter avaliado
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intolerancia a glicose e a glicemia nos animais recebendo dieta ocidental com ou sem MeHg,

sendo um ponto a ser avaliado em trabalhos futuros.

O aumento da producdo espécies reativas de oxigénio (EROs) estd bem
documentada na literatura como consequéncia da intoxica¢do mercurial, como no relatado por
Eom et al. 2014. No presente estudo, observamos uma redugdo significativa nos niveis de
GSH, no hipocampo, quando comparamos os grupos N ¢ H com os grupos N e NHg, sendo
estes ultimos com valores bem inferiores aos anteriores, pelo impacto maior no estresse

oxidativo induzido pela dieta ocidental e exposi¢do ao Hg.

O MeHg diminui a captacdo de cistina pelas células nervosas (astrocitos) e
aumenta a captacdo de glutamato, dessa forma agindo diretamente sobre a formagao de GSH,
visto que a glutationa ¢ composta basicamente por cistina, glicina e glutamato (FARINA,
2011).

O aumento do estresse oxidativo pode servir de sinalizador para indugdo da via
apoptotica e morte celular, reduzindo ainda mais a captacdo de cistina e elevando a receptacao
do glutamato. Além disso, o MeHg atua na membrana mitocondrial interferindo na cadeia
transportadora de elétrons e aumentando a producdo de EROs, que ndo sdo retirados da célula
de forma suficiente pela baixa de produ¢cdo do GSH. Quando ocorre na célula sem a agdo
oxidativa mercurial, o GSH ¢ reduzido a GSSG pela GR, sua forma oxidada, quando na
presenca de EROs, transportando para o meio extracelular as formas reativas de oxigénio

(ELAHI et al., 2015).

Os valores de GPx no hipocampo também foram significativamente reduzidos nos
animais intoxicados quando comparados aos demais grupos. Existem cinco isoformas de GPx,
GPx1 (citosolica), GPx2 (gastrintestinal), GPx3 (plasmatica), GPx4 (hidroperoxido
fosfolipideo) e GPx6 (sistema olfatorio) (BRIGELIUS-FLOHE, 2006).

Kirkpatric et al. (2015), em animais C57BL/6J adultos machos, que receberam
por via oral 5 mg/ kg/dia MeHg ou o veiculo durante 28 dias, avaliaram que TrxR e GPx
foram significativamente diminuidos no cérebro e no figado, enquanto que a atividade de GR

diminuiu no figado e aumentou no tecido cerebral de animais tratados com MeHg.
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Santos et al., (2016) recentemente confirmaram que o MeHg ¢ um metal de forte
tropismo pelo SNC, chegando a concentra¢des que podem ser de 3 a 6 vezes maiores que as
do sangue. Farina et al. (2003) utilizando uma dose de 10mg/L de MeHg na agua de beber de
camundongos (Swiss Albino) aldutos (2 meses) ndo encontraram alteracdes significativas de
neurotoxicidade, ao passo que em doses superiores a 40mg/L, as alteracdes neurotoxicas
(diminuicdo siginificativa de captacdo de glutamato e redu¢do da atividade de GPx foram bem

evidentes, contudo com redu¢do do consumo de agua pelos animais.

Boitard et al. (2014) avaliaram os efeitos de uma dieta de alto teor de gordura
(24% de lipideos e ofertando 4,7Kcal/g) em ratos machos Winstar com idade de 3 semanas
(grupos juvenis) ou 12 semanas (grupos adultos). Os grupos controles receberam dieta
contendo (2,5% de lipidios e oferecendo 2,9 Kcal/g). A exposicdo a dieta de alto teor de
gordura nos grupos juvenis prejudicou a memoria de referéncia espacial de longo prazo no
labirinto de agua de Morris sem afetar a aquisicdo ou a memoria de curto prazo. Isso sugere
um efeito nos processos de consolidagdo. Além disso, o consumo atrasou a aprendizagem de
inversdo espacial nos mesmos grupos. A ingestdo da dieta com 24% de lipideos ainda no
grupo juvenil ndo afetou a expressdo basal de citocinas pro-inflamatdrias na periferia nem no
cérebro, mas aumentou a expressdo de IL-1p e TNF-a especificamente no hipocampo apds
um desafio imune periférico com lipopolissacarideo. Curiosamente, a mesma duracdo da
ingestdo da dieta de alto teor de gordura na idade adulta ndo afetou o desempenho espacial
(memoria de longo prazo ou aprendizado de reversdo) nem a expressao de citocinas induzidas
por lipopolissacarideos no hipocampo. Finalmente, a aprendizagem de reversdo espacial
aumentou a expressao IL-1P no hipocampo, mas ndo no cortex frontal e no hipotalamo de
ratos jovens. Esses resultados indicam que a ingestdo de uma dieta de alto teor de goduras na
faixa etdria juvenil, promove a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias no hipocampo, que

provavelmente contribuiu para o comprometimento da memoria espacial.

A estereologia ¢ um método analitico que oferece um conjunto de principios para
se obter estimativas sobre a estrutura morfoldgica. Para tanto, as medidas de caracteristicas
estruturais, como volume, superficie, comprimento e nimero de objetos, podem ser usadas em
estudos comparativos e experimentais de tecidos e 6rgaos (WEST, 2012). O uso de método
estereoldgico vem sendo cada vez mais utilizado e exigido na analise mofométrica sem vicio

de estruturas do sistema nervoso central.

Podemos evidenciar através do método de estereologia (Cavalieri) que os volumes
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de CAl, CA2/CA3, CA4, GD e o volume do hipocampo total foram reduzidos
significativamente nos animais que sofreram exposi¢do aos efeitos do MeHg, quer seja
associada com uma dieta padrdo comercial ou dieta ocidental, quando comparados com os
animais do grupo normonutrido e hiperlipico. Nossos resultados sdo inéditos, pois na
literatura ndo encontramos registros da avaliagdo estereologica, apds intoxicacdo por MeHg

com ou sem dieta ocidental.

Falluel-Morel et al.(2007) identificaram que o MeHg ¢ capaz de aumentar os
niveis de caspase-3 ativada no hipocampo de rato e causar déficits de aprendizado juvenil
subsequente. O aumento da apoptose em neurdnios do hipocampo pode ser uma provavel
explicagdo para nossos achados de reducdo do volume dessas camadas. Além disso,
Sokolowskiet al. (2011) demosntraram que a exposi¢do do hipocampo ao MeHg induziu
morte celular dependente de mitocondria por ativagdo seqiiencial de caspase-9 e caspase-3.
Para explorar mecanismos apoptoticos, os ratos Sprague-Dawley foram expostos a 5 ug/g de
MeHg ou PBS no dia 7 pds-natal e o hipocampo foi avaliado em varios momentos para niveis
de proteinas apoptdticas. MeHg induziu um aumento de 38% na proteina Bax e um aumento
do citocromo ¢ apds 4 h, seguido de aumentos posteriores na caspase-9 (40% as 12 h, 33% as

24 h) e caspase-8 (33% as 24 h), em comparagdo com os controles.

O MeHg também induziu um aumento no executor caspase-3, uma protease
ativada por caspase-9 mitocondrial-dependente e caspase-8 independente de mitocondria.
Para definir outras vias, foi utilizado um modelo de cultura do prosencéfalo e descobriu-se
que os aumentos induzidos por MeHg na caspase-3 e na caspase-8 foram completamente
bloqueados por um inibidor especifico da caspase-9, enquanto que a indugdo de caspase-9 nao
foi perturbada pelo inibidor de caspase-8. Essas observacdes sugerem que o MeHg age
principalmente através da cascata dependente da mitocondria para ativar a caspase-3 em
precursores do prosencéfalo, uma via que pode contribuir para neurotoxicidade previamente
documentada no desenvolvimento do hipocampo. Por sua vez, usando a proteina final,
caspase-3, como marcador sensivel para lesdo neural, conseguiu-se detectar a morte das
células do hipocampo in vivo em niveis dez vezes menores de exposicdo a MeHg (0,6 pg/g)
do que anteriormente relatado. Assim, a morte celular dependente da mitocondria no
hipocampo pode servir como um indice sensivel para insultos teratogénicos para o cérebro em

desenvolvimento. (FALLUEL-MOREL et al., 2007)



68

Wu et al. (2016) estudaram as alteragdes na estrutura do hipocampo de ratos
Sprague Dawley (SD) pela admnistracdo de cloreto de MeHg, com testes de labirinto
aquatico. O tempo que o grupo de alta dose de MeHg gastou na busca da plataforma foi
significativamente mais longo quando comparado ao grupo N-NaCl no dia 2 ao dia 5 e ao

grupo L-MMC no dia 4 ao dia 5.

Os efeitos neurotdxicos do MeHg no hipocampo ¢ parcialmente dificultada pela
diferenga nas espécies estudadas, nas metodologias (estudos in vivo ou in vitro), nos regimes
(aguda versus longo prazo), na dosagem e no estdgio de desenvolvimento dos animais nos
trabalhos realizados. Nos achados de reducao no volume das camadas do hipocampo, avaliada
pelo método estereoldgico em animais intoxicados corroboram com os achados neurotdxicos
do MeHg na literatura, independente do tipo de dieta administrada. Mais estudos sdo

necessarios para avaliar melhor os mecanismos envolvidos nessas alteragdes.

Os achados deste estudo sugerem que, no estresse oxidativo, ha uma interferéncia
direta da dieta ocidental quando associado a exposi¢ao por MeHg, sendo possivel identificar
reducdo significativa da concentragdo de glutationa (GSH) nos grupos H, NHg ¢ HHg, ¢ de
glutationa peroxidase (GPx) nos grupos intoxicados, relacionando-se, assim, ao aumento do

estresse oxidativo.
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7 CONCLUSAO

A dieta ocidental alterou o ganho de peso corporal no grupo experimental

hiperlipidico com exposi¢ao ao MeHg quando comparado com o grupo hiperlipidico;

A intoxicacdo pelo MeHg na 4gua de beber (20mg/L) aumentou as concentragdes de
MeHg no pelo dos animais dos grupos normonutrido e hiperlipidico intoxicados,
confirmando que a administragdo de MeHg na agua de beber causou intoxicagdo

cronica nos animais;

A intoxicacdo pelo MeHg na 4gua de beber (20mg/L) causou um aumento nos niveis
de colesterol total sérico dos grupos normonutrido e hiperlipidico intoxicados, quando
comparados com os grupos normonutrido e hiperlipidico, e um aumento nos niveis de
triglicerideos séricos do grupo hiperlipidico intoxicado, quando comprado com os

grupos normonutrido e hiperlipidico, e hiperlipidico intoxicado;

A intoxicagdo pelo MeHg na dgua de beber (20mg/L) causou uma redugdo na
concentragdo de GSH no hipocampo nos grupos normonutrido e hiperlipidico
intoxicados, enquanto que, no grupo hiperlipidico sem exposi¢do ao MeHg, também
houve reducdo, sugerindo, entdo, um efeito negativo da dieta ocidental. Analisando
GPx, identificou-se uma redugdo apenas nos grupos normonutrido e hiperlipidico

intoxicados;

A intoxicagdo pelo MeHg na agua de beber (20mg/L) causou uma reducdo no volume
total e no volume das camadas CAl, CA2/CA3, CA4 e¢ GD do hipocampo do
hipocampo nos grupos normonutrido e hiperlipidico intoxicados, quando comparado

com os grupos normonutrido e hiperlipidico;

Evidenciou-se o aumento do estresse oxidativo como efeito da combinacdo da dieta
ocidental com a intoxica¢do por MeHg no hipocampo de camundongos C57BL/6J,
gerando uma reducdo das camadas hipocampais, sendo necessarios mais estudos para

se evidenciar a correlagdo com apoptose e neurogénese das estruturas hipocampais.
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