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RESUMO

A intoxicacdo por metilmercurio (MeHg) ganhou destaque apoOs desastres de
repercussao global como o relatado na Baia de Minamata, Japéo. A intoxicacao
mercurial pode ter ocorrido ap0s desastres ambientais e despejo ilegal de
residuos em mananciais hidricos no Brasil. Apesar dos efeitos neurotéxicos do
MeHg serem bem conhecidos na literatura, poucos estudos tém explorado o
impacto da exposicdo do MeHg no hipocampo, cerebelo e figado em
camundongos lactentes. Este trabalho teve como escopo avaliar o impacto da
intoxicacdo por MeHg (20mg/L) em camundongos C57BL6J lactentes, do 4° ao
18° dia pés-natal, sendo administrado as matrizes e transferido aos lactentes
(MeHg) pelo leite materno e comparar seus efeitos com filhotes cujas matrizes
nao foram intoxicadas (GC). Foram coletadas amostras de pelo dos lactentes
para quantificar a intoxicacéo pelo MeHg. O delta do peso e o perfil metabdlico
dos animais foram avaliados, incluindo analises séricas de glicemia, colesterol
total e triglicerideos. O efeito do MeHg no estresse oxidativo no hipocampo,
cerebelo e figado foi avaliado analisando a atividade das enzimas antioxidantes
catalase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa (GSH), superdxido dismutase
(SOD) e peroxidacédo lipidica (MDA/ TBARS). O efeito neuroinflamatério do
MeHg foi avaliado medindo os niveis de IL-13, IFN-y, TNF-a e KC no hipocampo
e cerebelo. Os valores de concentracdo de mercurio nas amostras de pelo do
grupo MeHg mostraram-se 3x mais elevados que em GC, confirmando
intoxicacao (p<0,0001). A intoxicacdo mercurial aumentou a glicemia (p = 0,01),
colesterol total sérico (p=0,0003), atividade das enzimas catalase (hipocampo, p
=0,0003, e cerebelo, p =0,04), SOD (hipocampo, p=0,0006, e figado, p=0,0002)
e GPx (hipocampo, p=0,005, e figado, p=0,009) e das concentracbes de GSH
(hipocampo, p = 0,01) e MDA (hipocampo, p=0,01) quando comparado ao
controle. Por sua vez nédo foi comprovada neuroinflamacéo associada a esse
modelo de intoxicacdo, tendo IL-1B, IFN-y, TNF-a e KC valores semelhantes
entre os grupos. Dessa forma, nossos resultados sugerem que a exposi¢cao ao
MeHg por 14 dias em camundongos lactentes tem um importante efeito deletério
em duas regiées do SNC com importante plasticidade pds-natal e acompanhado
de alteracdes metabdlicas precoces. Mais estudos sao necessarios para avaliar
se esses efeitos tém repercussao cognitiva e cardiovascular no adulto.

Palavras-chave: metilmercario; aleitamento materno; neuroinflamacéao,
estresse oxidativo, metabolismo



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) intoxication was highlighted with global repercussion
such as that reported in Minamata Bay, Japan. Mercury poisoning may have
occurred following environmental disasters and illegal dumping of waste into
water sources in Brazil. Although the neurotoxic effects of MeHg are well-known
in the literature, few studies have explored the impact of MeHg exposure to the
hippocampus, cerebellum and liver in infants. The objective of this study was to
evaluate the impact of MeHg (20mg/L) intoxication in C57BL6J suckling mice,
from the 4th to the 18th postnatal days, being administered to the mothers and
transferred to the pups through breast milk (MeHg), after, compared with non-
intoxicated offspring pups (GC). Hair samples were harvested from pups to
quantify MeHg intoxication. The weight delta and the metabolic profile of the
animals were evaluated, including serum glucose, total cholesterol and
triglycerides. The effect of MeHg on oxidative stress in the hippocampus,
cerebellum and liver was evaluated by analyzing the activity of antioxidant
enzymes, including catalase, glutathione peroxidase (GPx), glutathione (GSH),
superoxide dismutase (SOD) and lipid peroxidation (MDA/TBARS). The
neuroinflammatory effect of MeHg was measured by assessing levels of IL-1f,
IFN-y, TNF-a and KC in hippocampus and cerebellum. The levels of mercury
concentration in the hair samples were 3x higher in MeHg compared with GC,
confirming intoxication (p<0.0001). Mercury intoxication increased serum glucose
(p= 0.01), total serum cholesterol (p=0.0003), activity of the catalase
(hippocampus, p=0.0003, and cerebellum, p=0.04), SOD hippocampus, p=0.005,
and liver, p=0.009) and the concentrations of GSH (hippocampus, p = 0.01) and
MDA (hippocampus, p=0.01) and GPx (hippocampus, p=0.01, and cerebellum,
p=0.01) when compared to the controls. In other hand, neuroinflammation was
not associated to this intoxication model, IL-18, IFN-y, TNF-q and KC levels were
not different between two groups. Altogether, our results suggest that exposure
to MeHg for 14 days in suckling mice has an important deleterious effect in two
regions of the CNS with important postnatal plasticity accompanied with early
metabolic changes. More studies are needed to assess whether these effects
have cognitive and cardiovascular repercussions in adulthood.

Keywords: methylmercury; breastfeeding; neuroinflammation, oxidative stress,

metabolism
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1. INTRODUCAO

1.1. Contaminacdo ambiental pelo mercurio

O elemento quimico mercurio (Hg?*) é um metal pesado (peso atdmico
80) que pode se acumular no ambiente a partir de fontes naturais e antrépicas.
As formas naturais ocorrem em erupc¢des vulcanicas e evaporacao dos cristais
de mercurio elementar. As mais comuns formas antropicas de poluicdo séo a
queima de combustiveis fésseis, incineracéo de lixo, producdo de acetaldeido,
pesticidas, fungicidas, bem como a extracdo de ouro (CHETELAT et al., 2018).
O mercurio se apresenta ha natureza tanto na forma inorganica como organica.
As formas inorganicas incluem o Hg elementar (Hg®), ion mercurico (Hg2**) e os
sais de mercurio (HgClz e Hg2Cl2). As formas organicas mais comuns do
mercurio ocorrem devido ao processo de metilacdo do Hg?*, com a formacéo dos
compostos de metilmercurio (CHsHg*) e dimetilmercurio [(CHs)2Hg]. Esses
compostos sdo capazes de se ligar com grupos sulfidricos e seleniol das
proteinas, facilitando sua absorcdo por organismos vivos (MOREL, KRAEPIEL,
AMYOT, 1998).

Apos o depdsito do mercuario no leito de rios e oceanos, 0 mercurio é
metabolizado por bactérias localizadas nas algas e microorganismos formando
0s compostos metilados, organocompostos. Esses compostos sao absorvidos
por algas e plantas aquaticas e consumidos por peixes e outros animais,
entrando, por conseguinte na alimentacdo humana (CANELA, 1995). E sabido
também que a maior fonte de contaminagdo mercurial humana se da pelo
consumo de peixes e crustaceos com altos niveis de mercurio (DEBES et al.,
2006).

Em 19 de janeiro de 2013, ocorria a Convengao de Minamata, tendo como
objetivo proteger o meio ambiente de emissdes e liberacbes antropogénicas de
mercurio e compostos de mercurio. Melhorando as técnicas disponiveis e as
praticas ambientais para reduzir a emissdo de mercurio ao ambiente. No Brasil
a Convencéao de Minamata foi outorgada pelo Decreto 9.740 de 2018, trazendo

a legislacao nacional obrigagéo de maior controle sobre as emissdes de mercurio
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ao ambiente, além da obrigacao de retirar de circulagdo os produtos contendo
mercurio em sua composicao (PNUMA, 2013; BRASIL, 2018).

Desde os anos 80, no Brasil, ocorre um aumento dos casos de intoxicagao
por mercurio devido ao aumento das atividades de garimpagem. Esta atividade
€ uma das principais fontes antrépicas de contaminacao (o mercurio € utilizado
pelos garimpeiros para identificar o ouro). A garimpagem do ouro é uma atividade
endémica na regido amazébnica, com isso, a contaminacdo por mercurio afeta
principalmente as populacdes ribeirinhas (BERZAS NEVADO et al., 2010).

Recentemente, em 2015, os mananciais do Rio Doce e Rio do Carmo,
Mariana, Minas Gerais, receberam detritos toxicos do rompimento da barragem
de Rejeito, que estava sob a responsabilidade da empresa Samarco. O
acompanhamento feito pelas autoridades responsaveis demonstrou um aumento
na concentracdo de Hg?* total na area de Rio Gualaxo do Norte, de 0,2 pg/L em
novembro de 2015 e de 0,51 pg/L em janeiro de 2016 (ESTADUAL; AMBIENTE,
2017), valores considerados inadequados para consumo, abastecimento
domiciliar ou criacao de peixes, conforme estabelece a resolucdo 357/2005, do
CONAMA, alterada pelas resolucdes 410/2009 e 430/2011. Essa ultima regula

gue a concentracdo maxima de Hg para aguas doces € de 0,2 ug/L.

Outra forma de contaminacdo por mercurio em rios é o despejo de
residuos de amalgama oriundos de consultérios dentarios, além de rejeitos
industriais (BURGER CHAKRABORTY et al., 2013).

Além da contaminagdo dos mananciais de agua doce, existem indicios de
que haja contaminacdo também na orla das cidades pelo despejo ilegal de
residuos. O desastre da baia de Minamata, Japéo, ocorrido entre 1950 e 1960,
foi um bom exemplo do risco da intoxicagdo mercurial dos oceanos, devido a
instalacéo de industrias préximas a orla. Neste caso, uma empresa produtora de
acetaldeido e PVC, ligada a Corporacdo Chisso, derramou na baia dejetos
contendo mercurio e gerou a intoxicagdo da populagcédo daquela localidade e de
sua circunvizinhanca. O desastre inicialmente foi caracterizado como uma

doenca néo catalogada, denominada de Sindrome de Minamata. Com o avancar
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das investigacoes, pesquisadores da Universidade de Kumamoto perceberam
que, na verdade, se tratava de uma contaminacdo em massa por mercurio. Até
20 anos apos o desastre, seus efeitos, incluindo mas formacdes fetais, retardo
mental e paralisia corporal, ainda eram percebidos na populacéo e relacionados
como oriundos do desastre (HARADA, 1995; BOISCHIO, 2015; O'MALLEY,
2017).

Na opinido de um pesquisador contemporaneo ao incidente, Yasuko
Tanaka, a intoxicacao ficou real quando ‘gatos domésticos se transformaram em
demobnios’, segundo relato do mesmo. Antes de se iniciarem as consequéncias
em humanos, esses animais passaram a ter um comportamento diferente, se
mostrando hiperativos e agressivos. Posteriormente iniciaram os sintomas em
humanos, como tremores nas maos, visao turva e debilidade cognitiva (WATTS,
2001; YE et al., 2016).

Os niveis de mercario considerados limitrofes ndo téxicos, pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em humanos séo de 8 ug/L, no sangue,
e de 2 ug/g, nos cabelos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990). Por sua
vez, a Academia Nacional de Ciéncias Norte Americana considera que esses
valores limites sdo 5 pg/L, no sangue, e de 1 ug/g, no cabelo. (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (U.S.). COMMITTEE ON THE TOXICOLOGICAL
EFFECTS OF METHYLMERCURY ., 2000).

1.1.1. Contaminacao por mercurio em peixes da orla cearense

Segundo a OMS, o consumo ideal de peixe por habitante € de
12kg/habitante/ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990). No Brasil,
segundo o Ministério da Agricultura, houve aumento no consumo de peixes no
periodo de 2008-2009, quando comparado com O consumo anterior, com
aumento de 7,9%, com média de 9kg/ habitante/ ano. No periodo de 2009-2010,
houve um novo aumento, de 23,7%. No ano de 2017 se manteve em 10kg/
habitante/ ano, um pouco abaixo da média preconizada pela OMS, e abaixo da
média global de consumo, 20kg/ habitante/ ano.
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Dados de 2010 apontam que o estado do Ceard figurou em 4° lugar na
producdo de pescado no pais, com 92,2 mil toneladas, ficando atras de Santa
Catarina, 183,7 mil toneladas, Para, com 143 mil toneladas e Bahia, com 114,5

mil toneladas (Ministério da Agricultura, Brasil).

No Brasil a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ligada ao Ministério
da Agricultura, estabelece na Resolugcédo 42/2013 uma faixa de concentragdes
mercuriais limitrofes em peixes para consumo humano que varia de 0,5 pg/g a 1
ng/g de tecido muscular (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2013).

Estudos recentes do Instituto de Ciéncias do Mar, da Universidade
Federal do Ceara, tém documentado a concentragdo de mercurio em alguns
peixes do litoral cearense (Quadro 1). Os peixes analisados foram o
Scomberomorus cavala (cavala) e Scomberomorus brasiliensis (serra), mais
comumente conhecidos como cavala e serra, respectivamente. As
concentragbes de mercurio tiveram uma elevagdo de 2006 a 2009, e se
mantiveram no mesmo patamar do periodo seguinte, de 2009 a 2016. Estes
peixes foram usados como referéncia por serem animais piscivoros, acumulando
maior quantidade de metais pesados em seus tecidos, por biomagnificacédo, além
de terem grande procura para consumo humano (BRAGA, 2006; LACERDA,
MALM, MALM, 2008; COSTA, LACERDA, 2009;)

Com os dados apresentados por Costa et al, 2009, foi possivel identificar
niveis acima dos valores recomendados maximos (1 pg/g) em alguns
exemplares de cavala, alcancando valores de 1,7 pg/g. Segundo legislacao
brasileira vigente, esse fato merece atencdo das autoridades sanitarias
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013).



22

Quadro 1. Demonstrativo geral dos valores maximos da concentracéo de Hg?*
em musculos de peixes carnivoros no litoral do Ceara, no periodo de 2006-
2016.

Tamanho Concentracéo de Referéncia
(cm) Hg?* no muasculo
(ug/g peso molhado)
(DE LACERDA, L. et
Scomberomorus 127,00 1,737 al, 2016)
cavala (COSTA & LACERDA,
(cavala) 126,60 1,736 2009)
70,00 0,151 (BRAGA, 2006)
(DE LACERDA, L. et
Scomberomorus 88,00 0,497 al, 2016)
brasiliensis (COSTA & LACERDA,
(serra) 88,00 0,497 2009)
67,00 0,646 (BRAGA, 2006)

1.2. Metabolismo e neurotoxicidade do metilmercurio

A absorcdo do metilmercirio (MeHg) em humanos acontece,
principalmente, ao nivel do trato gastrointestinal (TGI). Cerca de 30 horas apés
o consumo de dieta contaminada o agente intoxicante chega a corrente
sanguinea. Sua alta mobilidade no organismo deve-se a sua ligacao a cisteina
formando um complexo que mimetiza a metionina (MeHg-Cisteina), deste modo
entrando nas células por uso de carreadores de aminoacidos (KERSHAW,
DHAHIR, CLARKSON, 1980; CLARKSON, VYAS, BALLATORI, 2007; FARINA,
ROCHA, ASCHNER, 2011) .

MeHg-cisteina, semelhante a metionina, é livremente transportada pelos
astrocitos, componentes da barreira hemato-encefélica (BHE), dos vasos
cerebrais. Esse transporte se da pela transportador de L-aminoacidos 1 (LAT1)
presente naquelas células da BHE. E uma vez no tecido cerebral, é levado ao
interior de neurénios e células gliais pelo mesmo transportador (NI et al., 2012).
Porém, segundo Charleston et al, 1994, o MeHg se concentra principalmente em
astrocitos e microglia e de forma menos intensa nos neurdnios, oligodendrocitos
e células endoteliais (CHARLESTON et al., 1994).

O MeHg é aparentemente eliminado do citoplasma se ligando a moléculas

de GSH, formando o complexo GSHgCHs, e sendo transportado para o0 meio
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extracelular pelos proteinas de resisténcia multipla a farmacos (MRPs) (RUSH
et al., 2012). O MeHg é ligado a bile ou a urina, sendo captado por
transportadores de anions organicos 1 (OAT 1) das células epiteliais e
incorporado a urina ou bile pelos transportadores apicais de proteinas de
resisténcia multipla a farmacos 2 (MRP2) (MADEJCZYK et al., 2007; PRINCE et

al., 2014).

Figura 1. Esquema da via principal de entrada do MeHg no sistema nervoso
central.

Atividade
mineradora

CHsHg- ligado & cadeia
dos residuos de cisteina
dos eritrécitos (DOI,

1991)

O CH3Hg- passa pela
BHE pelo
transportador LAT1 e
inicia sua via de
intoxicacéo celular
(Yin, 2008)

30h para
absorcéo total
apds 0 consumo
(Kershaw, 1980)

Hidrofébico, mais facil
difuséo peca membrana
lipidica do intestino
(Berntssen, 2004)

Com a atividade mineradora, o Hg é despejado no leito dos rios e oceanos. O Hg pode ser metabolizado
por bactérias presentes em algas, gerando MeHg. O peixe se contamina com consumo de algas contendo
MeHg, sendo posteriormente biomagnificado pela cadeia predatéria de peixes, aumentando o risco de
intoxicacdo em humanos. Apés o consumo do peixe contaminado, o MeHg é absorvido no TGI, alcangando
a corrente sanguinea, alcancando o SNC através do transportador LAT1 ao nivel da BHE até a célula alvo,
incluindo astrdcitos, neurdnios e microglia. Figura desenvolvida com base nos artigos de Doi, Kershaw,
Berntssen e Yin (KERSHAW; DHAHIR; CLARKSON, 1980; DOI, 1991; BERNTSSEN et al., 2004; YIN et
al., 2008).

Fonte: prépria

Em humanos a maior concentracdo de mercurio encontrada no tecido
cerebral foi de 0,19 mgHg/kg (FALNOGA et al., 2000), e de 0,18 mg/kg no cortex
cerebral (BJORKMAN et al., 2007). Morris, et al, 2016, encontraram valores de
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0,46ug/g em cérebros autopsiados de idosos, ndo estando correlacionados com
0 aparecimento de neuropatias cerebrais (MORRIS et al., 2016). O MeHg esta
envolvido com varios processos celulares, inducdo de estresse oxidativo,
reducado da concentracao de glutationa, aumento do dano mitocondrial e inibicdo
da via do fator nuclear-kappa B (NF-kB) (CARICCIO et al., 2019).

Uma vez no tecido cerebral, os niveis de MeHg aumentam rapidamente
em células microgliais, excedendo os niveis encontrados nos astrocitos e
neurénios (GARG, CHANG, 2006b). O MeHg interage com a mitocondria das
células contaminadas inibindo a cadeia transportadora de elétrons e reduzindo
o0 potencial de membrana, com aumento do influxo de K*, induzindo
despolarizacdo. Essas alteracdes levam a liberacdo de citocromo C e espécies
reativas de oxigénio (EROs) das mitocondrias (de células microgliais) (LIMKE,
ATCHISON, 2002; GARG, CHANG, 2006a).

A disfuncdo mitocondrial, com alteracdo da permeabilidade de sua
membrana, desencadeia uma lenta inibicdo da glicélise, que depleta a producéo
de ATP, estimulando vias inflamatérias mediadas pelo NF-kB e aumentando a
ativacao de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), levando a necrose e morte
celular (BROWN, 2010).

A superexpressao dos receptores NMDA ocasiona aumento do influxo de
Ca?* e Na*, elevando os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio
(EROs), além de ativar a via de apoptose celular, conhecida como via das
caspases (ALLEN, SHANKER, ASCHNER, 2001; MORI, YASUTAKE,
HIRAYAMA, 2007). Os niveis elevados de Ca?' por sua vez aumentam a
exocitose das vesiculas sinapticas, consequentemente aumentando o0s niveis de

glutamato extracelular (LIU et al., 2014).

Nos neurbnios, o MeHg leva a agregacao dos ribossomos, a perda do
reticulo endoplasmatico e consequente morte celular. Também tem efeito
antimitético, inibindo a polimerizagédo da tubulina, a formacéo de microtubulos e
a sintese e reparo do DNA/RNA (MIURA et al.,, 1999). O MeHg também

desregula a homeostase do Ca?* e altera a secrecdo de dopamina, glutamato,
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acido gama-aminobutirico (GABA), acetilcolina e aumenta a expressao de EROs
(ASCHNER et al., 1993; YUAN, ATCHISON, 1997; ALLEN, SHANKER,
ASCHNER, 2001). Neuronios cultivados sem a presenca de glutamato néo
sofreram danos relacionados a intoxicacdo por MeHg (BROOKES, 1992).
Porém, o MeHg afeta astrocitos no que tange a recaptacao de glutamato e seus
precursores (DAVE et al., 1994).

Como ocorre uma reducdo na formacédo da glutationa nos astrocitos e
micréglia, tem-se também uma diminuicdo na oferta de GSH no corpo neuronal,
pois 0s astrécitos sdo 0s responsaveis por captar cisteina e formar glutationa,
levando-a ao neurbnio posteriormente (SAGARA, MIURA, BANNAI, 1993a,
1993b; DRINGEN, PFEIFFER, HAMPRECHT, 1999; ALLEN, SHANKER,
ASCHNER, 2001; WANG, CYNADER, 2002).

A formacéo reduzida de GSH, associada a ligacao promovida pelo MeHg
gerando GSHgCHs, tem relagdo com a inibicdo do transportador Xc,
transportador de cisteina e glutamato (BANNAI, 1984; TAKADA, BANNAI, 1984;
RUSH et al., 2012). Estudos como o de Allen (2001) sugerem uma relacao
inibitéria nos outros transportadores, Xac € gama glutamil transpeptidase (GGT).
Desses transportadores, estdo presentes nos neurdnios o GGT e Xag,
determinando a reducéo do influxo de cisteina também nessa célula (ALLEN;
SHANKER; ASCHNER, 2001). O MeHg também age inibindo trés canais de
captacdo de cistina, GGT, Xac, Xc, levando a redugdo da sintese de GSH
(glutationa reduzida), dessa forma aumentando os niveis de EROS (ALLEN et
al., 2002; ASCHNER et al., 2000) (Figura 2).

O GSH também exerce papel importante na neutralizagdo dos EROS, se
combinando com estes e formando sua forma oxidada, através da enzima
glutationa redutase (GR), a glutationa oxidada (GSSG). Porém esse mecanismo
se mostra prejudicado em vista da ativacdo dos canais de captacdo de cistina,
aumentando a formacao de EROs, ocasionando a elevacao dos niveis de Na* e
Ca?* intracelular, acarretando a sintese de 6xido nitrico (NO) e levando a uma

inibicdo da enzima antioxidante glutationa peroxidase 1 (GPx-1), o que aumenta
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0s niveis de EROs pela reducéo da degradacdo de peréxido (ASCHNER et al.,
1993; FRANCO et al., 2009b).

Além de reduzir os efeitos citotoxicos induzidos pelo MeHg, o GSH
também se liga a molécula de MeHg pela cistina presente em sua composicao e
forma o composto GSHgCHs, que é carreado para fora das células microgliais e
astrocitarias, através das proteinas de membrana chamadas de MRPs
(proteinas multidrogas resistentes) (NI et al., 2012).

Os baixos niveis de GSH induzidos pela baixa captacdo de cistina e a
grande demanda gerada pela toxicidade do MeHg levam a baixos niveis do
grupamento tiol. A alta afinidade do Hg?* pelos grupos seleniol faz com que este
se ligue a enzimas como o GPx, reduzindo sua forma livre e, portanto
aumentando as concentracdes de perdxido de hidrogénio (H202) (ALLEN,
SHANKER, ASCHNER, 2001; SANTOS ALCANTARA, 2005; FRANCO et al.,
2009b; LU, HOLMGREN, 2009).
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Figura 2. Diagrama dos efeitos citotoxicos do MeHg no sistema nervoso central
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ApoOs a intoxicagdo pelo MeHg existe uma forte a¢éo sobre as mitocondrias, elevando os niveis
de EROS e aumentando a excitotoxicidade. O MeHg (CH3Hg+) ao ser ingerido pelos animais é
absorvido no TGI e levado ao meio extracelular do tecido cerebral e internalizado pelas células
la presentes. Ao entrar no citosol astrocitario inibe o transportador Xc, captador de cistina, o que
leva a um prejuizo na formacgdo da molécula de GSH, reduzindo o envio dessa molécula as
células neuronais. Ao mesmo tempo, gera dano na membrana celular mitocondrial e interrompe
a cadeia de e, 0 que leva ao aumento na producdo de H202. Em outra via, ele se liga a um
grupamento tiol de GPx reduzindo a acdo da enzima. Ao alterar o balanco de EROS intracelular,
ocorre um aumento no influxo de Ca?*, aumentando a excrecéo de glutamato, o que leva a uma
superexcitacdo dos receptores NMDA pelo acimulo desse receptor nas fendas sinapticas,
levando a um estado de excitocicidade (MORI, YASUTAKE, HIRAYAMA, 2007; RUSH et al.,
2012).

Fonte: prépria

O aumento nos niveis de EROS leva a oxidacao da ligacdo do fator-2
relacionado a fator nuclear eritroide (Nrf-2) com proteina 1 associada a ECH-
Kelch simile (Keapl, fator associado a regulacdo dos niveis citoplasmaticos de
Nrf-2), aumentando os niveis citoplasmaticos de Nrf2 (LI et al., 2012), que
transloca para o0 ndcleo, induzindo a formagdo de GSH (KENSLER,
WAKABAYASHI, 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de neurotoxicidade induzida pelo MeHg em neuronios e

células gliais.
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Nos neurbnios o agente intoxicante promove a agregacdo mitocondrial e fragmentacdo dos
microtubulos, ao chegar no nucleo celular ele inibe a sintese de RNA, debilitando a producéo de
enzimas. Na mitocondria ele promove uma desordem na cadeia de producdo de elétrons,
aumentando a producdo de EROS e com isso aumentando a entrada de Ca?* e induzindo a
ativacdo das vias das caspases, devido a uma desregulacdo na entrada de Na*e K*. Com o
aumento nas concentracdes intracelulares de Ca?* ocorre uma maior secrecdo de glutamato,
gerando uma excitotoxicidade dos receptores NMDA quando somada a grande secre¢ao
astrocitaria de glutamato. Por sua vez nas células gliais além dos danos na parede mitocondrial,
h&, com o0 aumento nas concentracdes de EROS no meio intracelular, uma dissocia¢cédo de duas
proteinas ligadas a regulacéo do metabolismo REDOX, Keapl-NRF2, induzindo a transcricdo de
enzimas antioxidantes.

Fonte prépria

1.2.1. Toxicidade do metilmercurio no hipocampo

A toxicidade do MeHg no tecido hipocampal € bem documentada na

literatura. Os danos induzidos pelo organo-metal sdo causados principalmente
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pela producédo excessiva de EROS. Fujimura e Usuki, 2017, administraram
1,5mg/dia de MeHg (dgua de beber) em camundongos jovens. Os autores
encontraram que no hipocampo a atividade da SOD aumentou de acordo com o
tempo de intoxicacdo até a 42 semana, onde houve reducédo da atividade da
enzima. Por sua vez a atividade da GPx foi reduzida nas semanas 6 e 8 e, ao
mesmo tempo, verificou-se aumento da atividade da catalase (FUJIMURA,
USUKI, 2017).

O aumento na concentracdo intracelular EROS esta associado com a
ruptura da membrana mitocondrial. Estudo de Sokolowsky et al, 2011,
demonstrou que em animais com 4 dias de nascidos a dose Unica de 0,6 mg/kg
foi suficiente para elevar a quantidade de células imunomarcadas para capase-
3 no hipocampo, substrato final da ativacdo da apoptose celular (SOKOLOWSKI
et al., 2011).

No mesmo trabalho de Sokolowsky et al, 2011, foi verificado ainda que a
dose Unica de 5mg/kg promoveu aumento da expressao de proteinas ligadas a
cascata de apoptose, incluindo a Bcl-2 associado a proteina X (Bax), citocromo
C, caspase 9 e caspases 8 e 3, ap0s a exposicao pelo MeHg (SOKOLOWSKI et
al., 2011).

Bax é uma proteina de membrana da mitocéndria, que ao se ligar com
elementos pro-apoptoticos facilita a translocagéo do citocromo C da mitocdndria
para o citosol (DE GIORGI et al., 2002). Uma vez no citosol, o citocromo C se
liga a uma holoenzima, apoptossomo, que cliva a caspase 9 (GREEN,
KROEMER, 2004). A clivagem das caspases 8 e 9 esta diretamente relacionada
a ativacao da caspase 3, elemento responsavel pela apoptose celular. A ativacédo
da caspase 3 também foi percebida como mecanismo indutor importante na

apoptose celular em cérebros em desenvolvimento (KUIDA et al., 1998).

Falluel-Morel et al, 2007, demonstraram perda de neurbnios no giro
denteado do hipocampo de animais recém-nascidos que receberam doses
intraperitoneais de 5mg/kg de MeHg. Essa perda foi caracterizada pela reducéo

em mais de 50% na sintese de DNA de neurdnios, com consequente reducédo da
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neurogénese, verificada pela técnica de imunomarcacao por BrdU. Essa reducéo
encontrada refletiu na reducéo das areas de CA-1-3 do hipocampo (FALLUEL-
MOREL et al., 2007).

1.2.2. Toxicidade do metilmercurio no cerebelo

Ataxia, perda do controle muscular ou mesmo de equilibrio, € um dos
sintomas atribuido a intoxicacdo por MeHg. Dados observados em cadaveres
autopsiados revelaram estagio de degeneracdo cerebelar em alguns casos
oriundos do desastre de Minamata (TAKEUCHI, 1968; TAKEUCHI, 1982;
MACEDO-JUNIOR et al., 2017; HEIMFARTH et al., 2018).

Christinal e Sumathi, 2013, ao intoxicar ratos de 6 semanas com 5mg/kg
de MeHg por 21 dias, perceberam aumento da imobilidade no teste de
suspensao pela cauda, além de reduzido comportamento em campo aberto
(CHRISTINAL, SUMATHI, 2013). Além disso, a resposta no teste de resposta do
movimento de cauda (tail flick response) foi aumentada. Zhao et al, 2014, ao
intoxicar ratas, com 2 ppm de MeHg na agua de beber, do 6° dia gestacional ao
21° dia de aleitamento, ndo observaram prejuizo motor no rotarod. Os resultados
de reflexo de postura (righting reflex), recuo do precipicio (cliff avoidance),
geotaxia negativa (negative geotaxis) e labirinto aquatico de Morris nao
apresentaram diferenca quando comparados aos animais controles (ZHAO et
al., 2014). Esta discrepancia de resultados pode estar associada a idade dos

animais e a diferente concentracdo de MeHg administrada pelos pesquisadores.

Na avaliacéao histopatoldgica realizada no estudo de Christinal e Sumathi
2013, houve reducdo na contagem de neurbnios de Purkinje da camada de
Purkinje, além de alteracdes na estrutura de astrocitos presentes. Também foi
apresentada reducdo na sintese de DNA na area avaliada (CHRISTINAL,
SUMATHI, 2013). De forma bastante semelhante & comparagédo exposta acima,
Fujimura, Cheng e Zhao, 2012, ao intoxicar ratos do 1° dia gestacional ao 21°
dia de aleitamento, com dose de 5ppm de MeHg, ndo observaram aumento da

expressdo da proteina &cido gliofibrilar (GFAP) ou da apoptose no ensaio de
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TUNEL, sugerindo que as doses testadas de MeHg n&o foram suficientes para
gerar alteracdes neuropatologicas, apesar de verificarem prejuizo motor no
rotarod e labirinto em Y (Y maze test). Esses autores também demonstraram que
15 dias ap6s o final do protocolo de intoxicacdo de 21 dias, o cerebelo (0,08
0,01ppm) apresentou menor concentracdo de MeHg que o hipocampo (0,11 +
0,01ppm) (FUJIMURA, CHENG, ZHAO, 2012a).

Zhao et al, 2014, ndo observaram alteracdes na atividade das enzimas
SOD e GPx, bem como das concentracdes de GSH no cerebelo, entretanto no
hipocampo os valores de GSH foram menores apds a intoxicagdo com MeHg
(ZHAO et al., 2014).

No estudo conduzido por Zemolin et al, 2012, onde foi administrado
40mg/L de MeHg por 21 dias a camundongos jovens, observou-se redugéo na
atividade de GPx e aumento na atividade de GR, catalase e SOD no cerebelo.
Esses autores também documentaram a reducédo dos niveis de GPx-1 e GPx-4,
localizada na membrana mitocondrial, das células cerebelares (ZEMOLIN et al.,
2012).

Semelhantemente ao ja observado no hipocampo, o efeito neurotdxico a
nivel do cerebelo é associado ao dano na parede mitocondrial. A peroxidacdo
lipidica parece afetar os niveis de glutationa peroxidase (CONRAD et al., 2007).
No tecido cerebelar ocorre ainda uma menor concentracdo de GSH e maior
consumo de oxigénio pelas mitocondrias, fato que torna o tecido susceptivel a
danos associados ao balanco oxidativo com aumento dos niveis de EROS
(MORI, YASUTAKE, HIRAYAMA, 2007).

1.3. Alteragdes metabdlicas e hepatotoxicidade do metilmercurio

A acdo do MeHg nos hepatocitos se assemelha em parte ao mecanismo
de neurotoxicidade verificado no tecido cerebral. Reduzindo os niveis de GSH e
inativando a enzima GPx. Porém, como verificado por Bragadin et al, 2002, o

MeHg promove um aumento na permeabilidade da membrana mitocondrial das
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células hepaticas, sendo visto como mecanismo importante indutor da apoptose
(BRAGADIN et al., 2002).

Mela e colaboradores, 2007, avaliaram o efeito da intoxicagcao por MeHg
(0.075 pg/g, por 5 dias) na histologia do figado de peixes. Onde foi percebida a
presenca de areas de necrose, condizentes com o fato de que o mercurio induz
um aumento na producdo de EROs e consequente dano celular (MELA et al.,
2007). O dano e morte dos hepatdécitos se relacionam também ao prejuizo no
metabolismo lipidico desses animais (ARELLANO, STORCH, SARASQUETE,
1999; ROOS et al., 2011).

Também foi percebido no estudo de Joshi et al aumento nos niveis de
colesterol em ratos adultos que receberam MeHg (1mg/kg, 5 dias por semana,
12 semanas), relacionou-se esse achado ao acumulo de triglicerideos induzido
pela morte dos hepatécitos. Encontrou-se também a reducédo de GSH e GPX,
bem como maior concentracdao de Hg no figado que no tecido cerebral (JOSHI
et al., 2014).

Em outro estudo, Macedo-Junior et al, 2017, documentaram, em
camundongos adultos intoxicados com MeHg (40mg/L) pela agua de beber
durante 14 dias, niveis séricos elevados de colesterol total, colesterol ndo-HDL
e das enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT),
demonstrando alteracdo no metabolismo hepéatico (MACEDO-JUNIOR et al.,
2017).

A acdo do MeHg no figado e cerebelo também foi verificada quanto a
producdo de EROS pelas mitocondrias. Houve maior producdo de EROS nas
mitocondrias de células cerebelares, porém maior atividade de SOD e GPx no
tecido hepatico (MORI, YASUTAKE, HIRAYAMA, 2007).
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1. JUSTIFICATIVA

A intoxicagao pela forma metilada do Hg veio ao conhecimento do grande
publico brasileiro inicialmente pelos garimpos ilegais na regido Amazonica.
Recentemente apds o desastre ocorrido em Minas Gerais o assunto da
contaminacdo ambiental ganhou novamente destaque com o despejo de
toneladas de detritos no leito do Rio Doce. Especialistas afirmam que os efeitos
desse desastre sO serdo percebidos em décadas. Em outra regido do pais, no
Nordeste Brasileiro, pesquisadores encontraram niveis elevados de Hg em

musculo de peixes vendidos em um popular mercado publico.

Apesar do efeito neurotoxico do metilmercario ser bem conhecido na
literatura, poucos estudos tém se debrucado sobre os efeitos do metilmercurio
no estresse oxidativo e em marcadores neuroinflamatérios no hipocampo e
cerebelo, duas regides do sistema nervoso central, com um forte componente de
plasticidade pdés-natal, além de alteracbes metabdlicas em camundongos no
periodo do aleitamento materno (que ocorre nas duas primeiras semanas pos-

natais em camundongos).
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Avaliar o efeito da intoxicagéo induzida por MeHg no estresse oxidativo e

marcadores inflamatérios do hipocampo e cerebelo, além de alteracdes

metabdlicas nos filhotes (C57BL/6J) que foram intoxicados através do leite

materno, apos suas matrizes terem recebido 20 mg/L de MeHg na agua de beber

por 14 dias.

2.2.

Objetivos Especificos
Avaliar se a exposicdo ao MeHg alterou o ganho de peso dos animais.
Avaliar a concentracdo de MeHg no pelo dos animais intoxicados.

Analisar niveis de glicose, colesterol e triglicérides no soro apos

intoxicagdo mercurial.

Avaliar as concentragbes de glutationa, atividade das enzimas
antioxidantes, incluindo glutationa peroxidase, superéxido dismutase e
catalase e peroxidacéo lipidica em amostras de hipocampo, cerebelo e

figado apos intoxicagcao mercurial.

Analisar os niveis de inteferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), quimiocina de queratindcito (KC) e interleucina-1 beta (IL-1B),

em amostras de hipocampo e cerebelo apos intoxicacdo mercurial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Experimentacdo em animais

Foram utilizados oitenta (100) camundongos C57BL6J, incluindo fémeas
e machos (reprodutores) e filhotes provenientes do biotério central do Nucleo de
Experimentacdo Animal (NUBEX) da Universidade de Fortaleza (UNIFOR),
protocolo de aprovacédo no Comité de Etica para Uso Animal (CEUA) 015/2016.

Apés a confirmacdo da gestacdo (diagnéstico por inspecdo visual),
camundongos da linhagem C57BL/6J (fémeas) foram aclimatadas em
microisoladores individuais, permanecendo em estante com sistema automatico
de ventilacao, filtragem do ar e controle de luminosidade. Apés o nascimento, as
ninhadas foram ajustadas em numero de 4 a 6 filhotes por cada matriz. Os
animais (incluindo a matriz e sua ninhada) foram aleatoriamente divididos em
dois grupos experimentais, a saber: grupo controle, recebendo uma dieta padréo
(GC) e agua comum e o grupo intoxicado com MeHg (MeHg) na 4gua de beber

com &gua e racao ad libitum.

Tabela 1. Demonstrativo dos grupos utilizados, periodo de experimentacao e
namero de filhotes

Grupos experimentais Grupo Controle Intoxicados com MeHg
(GC) (MeHg)
PN PN4-PN18 PN4-PN18
N 30 30

PN = idade p6s natal
N = quantidade de animais

Os animais foram pesados no quarto dia pds-natal (PN4) em ninhadas de
4-6 filhotes (o tamanho da ninhada foi padronizado). O valor ponderal encontrado
nessa data foi usado como referéncia para o calculo do delta de ganho de peso
final (PN 18 menos PN 4). O protocolo experimental teve duracéo total de 14

dias, findando ao PN18 de cada animal.
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Os animais ficaram alojados em microisoladores (Alesco®), colocados em
racks ventilados da mesma marca. Agua e alimentag&o foram disponibilizados a
vontade. O ciclo claro/escuro dos animais foi controlado por sistema de
iluminagdo automético. Todos os procedimentos foram realizados em biotério
Specified Pathogen Free (SPF), com Nivel de Biosseguranca 1. A racao,
maravalha e agua passaram por autoclavagem antes do acesso aos animais.
Todos os microisoladores foram lavados e autoclavados a cada troca (feita 1 vez

por semana).

4.1.1. Protocolo de intoxicagcdo com mercurio
A dose do MeHg utilizada no nosso trabalho teve como base os estudos
de Andersen e Andersen (1993) que utilizaram a dose de 20mg/L de MeHg em
animais pés-desmame (ANDERSEN, ANDERSEN, 1993). Evitamos utilizar o
MeHg na agua de beber para as mées com recém-nascidos nos primeiros dias,
devido a elevada mortalidade observada em estudo piloto anterior. Dessa forma,
foi feita exposicao do MeHg na &gua de beber para maes com ninhada a partir

do quarto dia pés-natal.

A intoxicacao dos animais foi feita com a dose de 20mg/L de cloreto de
metilmercurio (Sigma®, Darmstadt, Alemanha) diluido em agua de beber. Os
animais lactentes foram intoxicados indiretamente via leite materno, ja que o

MeHg é presente no leite materno apos intoxicacdo (PARK et al., 2018)

ApGs anestesia com ketamina® e xilazina® (0,1ml de ketamina, 0,4ml de
xilazina e 1,5ml de solucéo fisiolégica), os animais foram eutanasiados por

decapitacao.

Depois de anestesiado (ketamina®, 0,1ml, e xilazina®, 0,4ml e 1,5ml de
solucao fisiolégica), o animal era alocado em béquer de vidro forrado com papel
toalha de forma a deixar o ambiente confortavel. Os animais foram pesados em
balanca analitica apenas nos dias 4 e 18 poOs-natais para evitar manipulacao

excessiva dos filhotes.

As amostras de pelo foram retiradas do dorso do animal por tricotomia e

armazenadas em eppendorfs identificados em temperatura ambiente.
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As amostras de sangue foram coletadas, através do plexo retroorbital, por
meio de capilar. Apds a coleta, a amostra foi armazenada em eppendorf até a
coagulacéo e centrifugada em 8.000 rpm por 5 minutos, afim de sedimentar os
elementos sanguineos e deixar como sobrenadante o soro. Este foi coletado e
posto em eppendorf refrigerado em geladeira em temperatura de 4 a 8°C, para

analise posterior das concentracdes de glicose, colesterol total e triglicérides.

Ap0s decapitacao, o hipocampo foi imediatamente dissecado em placa de
Petri sobre gelo, pesado e armazenado em criotubo e congelado por meio do
contato direto com nitrogénio liquido. Posteriormente, as amostras de hipocampo

foram armazenadas em freezer a -80°C.

Todos os protocolos desse estudo foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade de Fortaleza, tendo
como numero de registro 015-2016 (ver ANEXO I).

4.2. Manejo e descarte de material contaminado

Antes de iniciar cada procedimento que envolvesse o contato direto ou
indireto com o MeHg os pesquisadores passavam por um protocolo de protecao
individual, contendo luvas de nitrila, aventais descartaveis e mascaras semi-
faciais com filtro especifico para vapor de mercurio e éculos de protecdo. Todos
os procedimentos envolvendo o pé de MeHg foram realizados em cabine de

biosseguranca com fluxo de ar unidirecional.

Para o preparo da solu¢do contaminada, € necessario que a balanca de
precisao, o vortex e toda a vidraria foram dispostos no interior da cabine. A
pesagem do MeHg foi feita sem o0 contato com metais, utilizando-se de papel

filtro para a pesagem e lancetas de plastico para manusear o material.

O descarte da agua contaminada foi feito em garrafa de plastico
identificada com o diagrama de Hommel e o simbolo de contaminante biologico.
Posteriormente, esta agua foi encaminhada ao Setor de Quimica da
Universidade Federal do Ceara (UFC).
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Os microisoladores também foram identificados com o diagrama de
Hommel, o simbolo de contaminante biolégico e um aviso sobre a forma de

manuseio deles (Figura 4).
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Figura 4. ldentificagdo dos microisoladores contaminados.

ATENCAO!
* Manusear usando o kit de EP] adequado ao
contaminante MetilMercurio.

' N3o trocar dgua dos animais.
" Lavagem das gaiolas de acordo com os
drdes estabelecidos pelo coordenador do

Todos os profissionais do biotério, em questéo, foram informados de como
proceder com o material proveniente da intoxicacdo com o MeHg. A maravalha
foi descartada em sacos brancos com o simbolo de agente toxico, bem como a
carcaca dos animais. Esses sacos foram encaminhados a Braslimp, empresa
que faz a coleta de lixo do biotério, em conjunto com o material proveniente do
curso de Odontologia, que faz uso de amalgamas dentéarios, para incineracao

em local especifico com filtro para vapor de mercurio.

Apos o final do procedimento com os animais, e limpo o ambiente, os
pesquisadores passaram por novo checklist para a saida do ambiente do

biotério, devido as barreiras sanitarias envolvidas.

4.3. Quantificacdo do mercurio presente no pelo dos animais

A quantificacdo do MeHg foi feita através de andlise dos pelos.
Cuidadosamente utilizando uma pinga plastica o material obtido foi armazenado
em recipientes de vidro de borosilicato, cor ambar, com tampas contendo
batoques feitos a partir de politetrafluoretileno, garantindo a ndo evaporacao do
produto (EPA, 1998a).

O uso do vidro tem vantagens, pois pode ser reaproveitado de garrafas

contendo (HCL, HNOs, H2SOa4), existe na cor ambar, sendo de menor custo e
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permite maior tempo de armazenagem do material. Os frascos foram sinalizados
com uma etiqueta azul contendo as precaucdes e cuidados com o contato da
pele, olhos, roupas e inalagdo, bem como instru¢cdes sobre a ventilacdo
adequada (EPA, 1998b, KASPER et al., 2014).

ApGs a coleta do material e armazenagem, o material foi enviado para o
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
para ser submetido ao método de espectrofotometria de absorcéo atbmica. As
vidrarias utilizadas nos procedimentos analiticos foram previamente mantidas
em solugéo de HNO3z 10%, por 24 h, KMnO4 em solu¢do H2SO4 e NH2 OH.HCl a
10 %, lavados com agua corrente, e posteriormente lavados com agua destilada
e deionizada em um sistema Milli-Q e secos em estufa a temperatura de 50 °C.

As determinagbes de Hg total nas amostras foram submetidas aos
procedimentos analiticos pelo método proposto por Akagi, Malm e Branches
(1996) € descrito resumidamente a seguir: amostras foram pesadas e
acondicionadas em frascos de digestdo de aproximadamente 50 mL (AKAGI,
MALM, BRANCHES, 1996).

Em seguida, foram adicionados 2 mL de HNO3 + HCIO4 (1:1), 5 mL de
H2S04, 1 mL de H20 deionizada. Apés agitacdo, os frascos de digestao foram
levados a chapa aquecedora a temperatura de 220°C durante 20 minutos. Em
seguida, as solucdes foram resfriadas a temperatura ambiente, transferidas para
baldo volumétrico de 50 mL, aferidas e homogeneizadas com &gua. Na
realizacdo das andlises foram utilizados reagentes da marca Merck, suprapuro.
As determinacdes de Hg?* nas amostras foram feitas por espectrofotometria de
absorcdo atdmica com sistema de geracdo de vapor a frio, utilizando-se
analisador direto de mercario (MASCARENHAS et al., 2004).

Os resultados foram expressos em média (ug Hg/kg) + erro padrao da
média (EPM), sendo comparados os valores de concentracdo de mercurio dos

animais expostos ao MeHg com os animais controles.
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4.4, Avaliagcado do perfil metabdlico

As amostras de sangue foram coletadas por meio do plexo retroorbital e
o soro foi obtido para determinagéo da concentracéo de glicose, utilizando-se o

glicosimetro da marca AccuCheck®.

Os niveis de colesterol total e triglicérides séricos foram determinados por
analisador semi-automatico (LabQuest, Labtest, Brasil), utilizando kits de

diagnéstico (Labtest, Brasil).

4.5. Avaliacdo do estresse oxidativo em amostras de hipocampo,

cerebelo e figado

4.5.1. Atividade da enzima catalase (CAT)

Os hipocampos dos camundongos foram dissecados, pesados e
armazenados em freezer (-80°C). As amostras foram homogeneizadas em
tampao fosfato de potassio gelado (0,05 M, pH 7,4), na proporcao de 10% p/v
(100 mg de tecido/1 mL de tampdao), utilizando um homogeneizador de tecido
(tissuelyser, Quiagen). O homogenato foi entdo centrifugado a 3000 rpm, por 15
minutos, 4°C, e 10 uL do sobrenadante foi misturado a 2 mL da solucdo
tampao/peréxido de hidrogénio (0,059 M). A absorbéncia foi lida em
espectrofotdometro em comprimento de onda de 240 nm, durante 6 min, e a
variacdo da absorbancia do primeiro e do sexto minuto foi considerada. Os
resultados foram expressos em mmol de catalase pelo tempo por miligramas de
proteinas do tecido (mmol/min/mg de proteina) (BEERS, SIZER, 1952).

4.5.2. Ensaio enzimatico da superoxido dismutase (SOD)

O sobrenadante proveniente da centrifugacéo utilizada no ensaio anterior
foi novamente centrifugado (12000rpm, 20 minutos, 4°C) e aspirou-se
novamente o sobrenadante. Em camara escura e ja posto 10ul do sobrenadante

em tubos de ensaio de vidro, adicionou-se 1 mL do meio de reacao (tampéo
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fosfato de potassio 50 mM, EDTA 100 nM e L-metionina 13 mM pH 7,8), 150 uL
do NBT (Azul de nitrotetrazélio, 750 uM) e 300 uL de riboflavina (2 uM).

Foram entdo expostos a luz branca (15W de poténcia) por 15 minutos,
logo apds foi feita a leitura em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de
560 nm (BEAUCHAMP, FRIDOVICH, 1971). Os resultados foram expressos
como unidade da enzima, que é a quantidade de SOD necessaria para inibir a
taxa de reducédo do NBT em 50% por miligrama de proteina (U/mg). A dosagem
de proteina nas amostras foi determinada pelo método descrito por Lowry et al.
(LOWRY et al., 1951).

4.5.3. Ensaio da glutationa peroxidase (GPx) e glutationa reduzida (GSH)

Para o ensaio da glutationa peroxidase: As amostras dos homogenatos
dos hipocampos foram centrifugadas a 1200rpm por 15 minutos a 4°C, e 100 uL
do sobrenadante foi misturado a 150 pL do coquetel (Glutationa redutase (1U):
50 uL; GSH: 0,0768g, NADPH: 0,0167g e peroxido de hidrogénio H202 0,4%,
diluidos em 25 mL de tampao fosfato de potassio) em placa de 96 pocos. A placa
foi lida em leitor de microplacas por 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e em
comprimento de onda de 365 nm (YOSHIKAWA et al., 1993). Os resultados
obtidos foram expressos em pumol de glutationa peroxidase, pelo tempo, por

miligrama de proteina (umol/min/mg de proteina).

O ensaio da glutationa reduzida foi determinado pelo reagente de
Ellman’s, o &cido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzéico) (DTNB), segundo protocolo
descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para isso, os homogenatos dos
hipocampos foram misturado com 50 pL de agua destilada, mais 10 pL de acido
tricloroacético (TCA, 50%) e centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante obtido foi pipetado em placa de 96 pocos com tampéao Trizma (0,4
M) mais EDTA (0,02 M, pH 8,9) e DTNB (0,01M). A absorbancia foi mensurada
em leitor de microplaca, dentro de 5 minutos depois da adicdo de DTNB, em

comprimento de onda de 412 nm. Os resultados obtidos foram expressos em
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micrograma de glutationa por miligrama de tecido (ug/mg de tecido) (SEDLAK,
LINDSAY, 1968).

4.5.4. Determinacgdo dos niveis de malondialdeido (MDA)

As amostras foram homogeneizadas em solucao de HTAB (a 0,5% diluido
em tampao fosfato de sodio (Agar, 1999). Aliquotas de 100 uL do sobrenadante
foram misturadas com acido acético 20% e &cido 2-tiobarbitarico 0,5% (diluido
em acido acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi transferida para o banho-maria
com temperatura de 95°C, onde ficou durante 1 hora, e sequencialmente para o
banho de gelo onde ficou durante 30 minutos. Em seguida recebeu SDS (8,1%)
e foi imediatamente centrifugada a 12000 rpm, durante 15 min, a 25°C. A leitura
da amostra foi realizada em espectrofotometro com comprimento de onda em
532 nm. A curva padrdo foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como
padrdo. Os resultados foram expressos em nanomols de MDA por miligrama de

tecido (nmol/mg tecido).

4.6. Quantificacdo de citocinas pro-inflamatérias em hipocampo e
cerebelo

As amostras foram descongeladas e homogeneizadas em tampao fosfato
salina 1x concentrado, o reagente foi diluido em solucdo de BSA a 1%, os
anticorpos e o padrdo foram diluidos em PBS 1x filtrado. Apos sensibilizacao de
placa foi realizada a etapa de bloqueio para ligacdes inespecificas. As amostras
foram incubadas overnight e adicionado o anticorpo no dia seguinte, bem como
dos reagentes colorimétricos e leitura em espectofotdmetro em 450nm. Foram
analisadas as citocinas interleucinal-p (IL-1B), fator de necrose tumoral-alfa

(TNF-a), interleucina-8 (IL-8) e interferon-gama (IFN-y).

4.7. Equipamentos e Materiais
o 10 microisoladores Alesco®

° 1 Hack ventilado Alesco®
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Balanca digital eletrénica para pesagem de animais — Filizola;
Balanca analitica precisa (Eletronic Balance FA-2104N);
Cabine de seguranca biolégica classe II, Tecniplast;

Racao Presence-Labina®

Capilares vitreos

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

Espectrofotdmetro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Shimadzu Corp,

Toquio, Japao);

.
- ltalia);
.
.

Espectrofotdmetro de absorcdo atdomic (DMA-80, da Milestone Sel

Tubos Eppendorfs, 1,5ml;

Criotubos, 2,0ml;

Tubos Falcons, 15 e 50ml;

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

Intrumental cirdrgico;

Ponteiras para pipetas;

Seringas (B-D Plastipak);

Tubos de polipropileno para centrifuga;

Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio;
Vortex Maxi Mix Il Thermolyne tipe 37600 mixer;

Luvas de nitrila;

Méscara e 6culos de protecdo individual 3M contra risco biologico;
Placas de petri

Avental de algodao

Avental descartavel

Propés (protecédo para pes)

Toucas

Lanceta plastica

Sacos platicos, branco leitoso com simbolo de contaminante;

Glicosimetro AccuCheck e fitas reativas;



4.8. Reagentes e solucgdes

Cloreto de metilmercurio (Sigma-Aldrich®, Brasil);
Ketamina (Kensol® Konig)
Xilazina(Vetanarcol® Konig)

Kit Labstest® para dosage de colesterol
Kit Labstest® para dosage de triglicerideos
PBS (tampé&o fosfato salino);

HNOs 10%

KMnOg4

H2S04

NEED 0,1%

Sulfonilamida 1%

Acido fosforico 5%

Fosfato de sédio dibéasico

Fosfato de s6dio monobasico

EDTA

L-metionina

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)

Riboflavina

49. Anédlise estatistica
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Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism (GraphPad Prism 5

Software, San Diego, CA, USA) para fazer as analises estatisticas. As tabelas e

graficos apresentam resultados expressos em meédia + erro padrdo da média

(EPM). Todos os valores foram testados para normalidade com o teste de

Kolgomorov-Smirnov. Foi utilizado o teste T de Student ndo pareado para duas

comparacoes. O nivel de significancia foi considerado com p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacédo do peso corporal

A intoxicacao mercurial (MeHg na agua de beber por 14 dias) nao alterou
o delta de ganho de peso dos animais quando comparado com o0 grupo controle

nao intoxicado, p>0,05 (Figura 5, Tabela 2).

Figura 5. Efeito da intoxicacédo por MeHg durante 14 dias no ganho de peso de
animais C57BL6J lactentes.

4+

Pesos (PNfinal-PN4) g

GlC MeHg

Os valores de delta do ganho de peso (PNrina — PN4) s&o expressos em média + EPM de 10
animais em cada grupo. GC= grupo controle e MeHg= grupo intoxicado com MeHg na 4gua de
beber por 14 dias. p=0,64, feito pelo teste T de Student ndo pareado.

5.2. Quantificacdo de mercurio no pelo dos animais

A intoxicacdo mercurial aumentou significativamente as concentracdes de
Hg no pelo (229%) dos animais intoxicados quanto comparado com 0 grupo
controle (p< 0,0001) (Figura 6, Tabela 2).
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Figura 6. Efeito da intoxicagdo por MeHg durante 14 dias na concentracao de

Hg no pelo de animais C57BL6J lactentes.
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Os valores da concentragdo de Hg no pelo dos animais sdo expressos em média + EPM de 6
animais em cada grupo. GC= grupo controle e MeHg= grupo intoxicado com MeHg na &gua de
beber por 14 dias. ***p<0,0001 pelo teste T de Student ndo pareado.

5.3. Avaliacdo do perfil metabdlico dos animais

A intoxicagdo mercurial proporcionou aumento significativo nos niveis
séricos de glicose quando comparado com o grupo controle, p=0,008, n=6. O
grupo que recebeu a intoxicacdo por metilmercario apresentou aumento
significativo (51,8%) dos niveis séricos de colesterol total quando comparados
ao controle, p<0,0001, n=10. Ndo houve alteracdo significativa nos niveis de
triglicérides séricos do grupo Hg quando comparado com o GC, p=0,11, n=8
(Figura 7, Tabela 2).
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Figura 7. Efeito da intoxicacdo por MeHg durante 14 dias na glicemia, colesterol

total e triglicérides séricos de animais C57BL6J lactentes.
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Os valores foram expressos em média + EPM, GC=grupo controle e MeHg=intoxicados com
MeHg, Hg, *p=0,008, ***p<0,001 pelo teste T de Student ndo pareado.
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Tabela 2. Valores médios encontrados para o delta de ganho de peso,
concentragcdo de Hg no pelo, glicemia, colesterol total e triglicérides em animais
submetidos a intoxicacdo por MeHg em leite materno quando comparados com
um controle ndo intoxicado.

n GC Hg Y
A Peso (g) 10 29+0,1 3,2+0,8 0,64
[Hg] no pelo (ug/kg) 6 5.638 + 459,8 18.568 + 1.717 <0,0001
Glicemia (mg/dL) 6 130,8 £ 21,7 184,3 £ 39,2 0,0153
Colesterol total (mg/dL) 10 923+7,6 141,77+ 12,6 0,0003
Triglicérides (mg/dL) 8 63,8 £18,9 55,344 0,23

Valores expressos em média + EPM. Valor de p encontrado pelo teste T de Student

5.4. Avaliacdo do estresse oxidativo no hipocampo e cerebelo

5.4.1. Catalase

A intoxicacdo mercurial promoveu aumento da atividade da enzima
catalase no hipocampo (p=0,0003) e cerebelo (p=0,04) quando comparado ao
controle néo tratado, n=4. Nao houve diferengcas nos valores da atividade da
catalase encontrados entre hipocampo e cerebelo para os animais intoxicados
(Figura 8, Tabela 3).

5.4.2. Glutationa (GSH)

A intoxicagdo mercurial promoveu um aumento significativo das
concentracdes de GSH no hipocampo quando comparado com o grupo controle,
p = 0,018. Os valores basais representados no grupo controle foram menores no
cerebelo que no hipocampo, p=0,01, os valores de GSH nos grupos intoxicados
com MeHg foram menores no cerebelo que no hipocampo, p=0,003, n=5 (Figura
8, Tabela 3).
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5.4.3. Superoxido dismutase (SOD)

A intoxicacao por metilmercurio foi capaz de elevar a atividade da SOD no
hipocampo dos animais intoxicados em relagdo ao controle, p=0,0006. Por sua
vez, 0 mesmo padrao de contaminacao reduziu a atividade da SOD no cerebelo
desses animais quando comparado com o grupo controle, p=0,005. O
hipocampo demonstrou possuir atividade da SOD mais reduzida em seu controle
que o cerebelo, p=0,002 (Figura 8, Tabela 3).

5.4.4. Malondialdeido (MDA)

O grupo de animais que recebeu a intoxicacdo por MeHg apresentou
maior atividade de MDA no hipocampo que o controle ndo intoxicado, p=0,01
(Figura 8, Tabela 3).

5.4.5. Glutationa peroxidase (GPx)

O grupo que foi exposto a intoxicacdo mercurial demonstrou aumento na
atividade da GPx no hipocampo quando comparado com o controle, p=0,0057.
A atividade de GPx se mostrou significativamente elevada no hipocampo de
animais intoxicados quando comparado com o cerebelo do mesmo grupo,
p=0,004 (Figura 8, Tabela 3).
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Figura 8. Agao de enzimas e agentes antioxidantes no hipocampo e cerebelo de

camundongos C57BL6J lactentes submetidos a intoxicacéo por MeHg.
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Tabela 3. Atividade antioxidante nos tecidos hipocampal e cerebelar em
animais C57BL6J submetidos a intoxicagdo por MeHg em leite materno,
guando comparados com o grupo controle ndo intoxicado.

Tecido n GC Hg p
Catalase Hp 4 11,165 281,8+348 0,0003
(M/min.Pt) Cer 5  12+048 198.1 + 90,37 0,04
GSH (ugmimg HP 5 789%35 23,68 + 11,08 0,018
de tecido) Cer 5 29+06 25+0,7 07
. 0,82e-004 +  3,32-0,04 + 0,048e-
Hip 4 0 481e-004 004 0.0006
SOD (USOD/Pt)
19.81e-004 +  8,156-004 + 4,04e-
Cer 4  550e-004 004 0,0057
4,86e-003 +
MDA (nmoll mg HP 5  06e-008  656-003 £ 0,1e-003 0,017
de tecido) 2.17€-003 +
Cer 4  009e-003  1,31e-003 + 0,2e-003 0,014
GPx Hp 5 282+027 783+1.1 0,005
(mmol/min/mg de
tecido) Cer 5 334+028 3,51+ 0,18 0,63

GSH= glutationa, SOD=Superdxido dismutase,

MDA=malondialdeido,

peroxidase. Valor de p encontrado pelo teste T de Student ndo pareado.

GPx=glutationa
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5.5. Quantificacdo de citocinas no hipocampo e cerebelo por ensaio

imunoenzimatico de ELISA

5.5.1. Interleucina 1-beta (IL1-g8)

N&o houve diferenca significativa nos niveis de IL1-B apds a intoxicagao
mercurial no hipocampo ou cerebelo quando comparado aos controles, p>0,05,
n=5 (Figura 9).

5.5.2. Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

A intoxicagdo mercurial ndo aumentou significativamente os niveis de
TNF-a no hipocampo ou cerebelo quando comparado aos controles, p>0,05
(Figura 9).

5.5.3. Quimiocina de queratindécito (KC)

Nado foram encontradas alteracfes significativas no hipocampo ou
cerebelo nas leituras de KC quando comparados os grupos controle e intoxicado
por MeHg, p>0,05 (Figura 9).

5.5.4. Interferon-gama (IFN-y)
A intoxicacdo mercurial ndo foi capaz de elevar os niveis de IFN-y no

hipocampo ou cerebelo, p>0,05 (Figura 9).
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Figura 9. Niveis de IL1-B, TNF-a, KC e IFN-y (pg/mg de tecido) em amostras de

hipocampo e cerebelo de animais C57BL6J lactentes intoxicados com MeHg.
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5.6. Avaliacado do estresse oxidativo induzido por MeHg no figado

A intoxicagdo por MeHg aumentou a atividade das enzimas SOD,
p=0,0002, e GPx, p=0,009, no grupo intoxicado, ao passo que as concentragdes
de GSH, p=0,17, e MDA, p=0,09, ndo foram diferentes entre os grupos (Figura
10).

Figura 10. Valores da atividade das enzimas anti-oxidantes SOD e GPX,
mensuracdo dos niveis de GSH e MDA em amostras de figado de animais

C57BL6J lactentes submetidos a intoxicagdo por MeHg.
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MeHg=intoxicados com MeHg. Os valores sdo expressos pela média £+ EPM de 5 animais em
cada grupo.**p=0,009, ***p=0,0002 pelo teste T de Student ndo pareado.
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6. DISCUSSAO

A atencédo para o impacto da intoxicacdo por MeHg, como problema de
saude publica, aumentou recentemente com o desastre ambiental na regido de
Mariana, MG, que potencialmente pode ter aumentado o risco para doengas
neuroldgicas em populacdes ribeirinhas. Da mesma forma, na Amazonia, areas
endémicas para intoxicacdo cronica por mercurio ja sdo conhecidas com a
atividade da mineragdo do ouro. A magnitude do impacto da intoxicagdo do
MeHg no desenvolvimento cognitivo em criancas € ainda pouco conhecida.

Apesar de que varios estudos terem demonstrado o efeito deletério da
intoxicacdo do metilmercurio no sistema nervoso central, poucos estudos tém
explorado o efeito do MeHg durante o periodo de aleitamento materno em
camundongos, um periodo critico para plasticidade pds-natal, especialmente no
hipocampo e cerebelo.

Em murinos, os primeiros dias pos-parto representam um periodo rapido
de desenvolvimento cerebral (semelhante aos humanos). Este fato faz com que
o tecido cerebral seja muito susceptivel a distarbios, devido a acelerada
neurogénese e gliogénese, importantes na manutencdo da homeostase do
glutamato; ocorre também um aumento na mielinizacdo e aumento da sintese
de DNA (PAL WEIHE et al, 2002).

Em estudo com neonatos de camundongos, Fujimura, Cheng e Zhao,
2012, administraram 5ppm de MeHg do 1° dia de confirmacdo da gestacao até
0 21° dia de lactacdo. O sacrificio dos animais se deu 15 dias ap6s o fim do
tratamento. Esses autores demonstraram que 0s rins sado 0s 6rgaos em que ha
maior concentracdo de Hg (2,37 = 0,25 ppm), em ordem decrescente de
concentragdo de Hg no tecido, o figado (0,23 + 0,01ppm), sangue (0,21 *
0,01ppm), hipocampo (0,11 *+ 0,01ppm), cerebelo (0,09 + 0,01ppm) e cOrtex
cerebral (0,08 + 0,01ppm) (FUJIMURA, CHENG, ZHAO, 2012b).

A importante notar que num estudo com 157 maes lactantes recrutadas

no estudo coorte na Coréia, as amostras de leite materno colhidas 15 e 30 dias
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pés-parto (n=207) mostraram que o mercurio foi detectado em 100% das
amostras com uma concentragdo média de 0.59ug/L (PARK et al., 2018).
Estudos em maes humanas demonstraram que o mercurio pode se ligar a alfa e
beta-lactoalbuminas, promovendo uma transferéncia através do leite materno
(VEPRINTSEV et al., 1996). Dessa forma, indicando que o mercurio pode ser
transferido pelo leite para os filhotes, resultado confirmado pelo elevado nivel de
intoxicacdo encontrado no pelo dos animais expostos de maes intoxicadas pelo
MeHg na &gua de beber. Entretanto, trabalhos publicados mostram que a
intoxicacdo pelo leite materno é menos eficaz que pela transferéncia placentéria.
A explicacdo para isso parece simples, o contato direto com o sangue da matriz
contaminado gera maiores concentracfes de Hg no tecido cerebral dos animais
gue o contato exclusivo via leite materno (AMIN-ZAKI et al., 1976; GRANDJEAN,
WEIHE, WHITE, 1995; SAKAMOTO et al., 2002; MANFROI et al., 2004;
CASTOLDI et al., 2008; BIAMONTE et al., 2014)

Manfroi et al. (2004) avaliaram o dano provocado pela intoxicagao
mercurial no cerebelo de camundongos Swiss, com doses de 15mg/L, no periodo
de aleitamento (21 dias de exposicdo). Esses autores observaram aumento nos
tremores e analgesia periférica, verificada pela preensao da pata com pinca. Os
filhotes mostraram menor captacdo de glutamato em células gliais isoladas, ao
passo que as maes mostraram maior captacdo de glutamato. Uma atividade
aumentada de catalase (CAT) foi verificada no cerebelo dos filhotes intoxicados,
sem alteracdo dos niveis de GPx, apesar do aumento na concentracao de
hidroperéxido ndo proteico, sugerindo que estes compostos nao estavam
associados com as alteracdes dos niveis de CAT e GPx (MANFROI et al., 2004).

Alguns outros trabalhos também mostraram que a exposicao pré-natal ao
MeHg é mais danosa ao tecido cerebral que pds-natal pelo aleitamento (AMIN-
ZAKI et al., 1976; WATANABE et al., 1999), Sakamoto et al. (2002) mostraram
gue ocorre uma reducao dos niveis de MeHg circulantes ap0s o parto, fato que
pode ser atribuido a falta de transferéncia de MeHg pelo sangue umbilical
(SAKAMOTO et al., 2002), entretanto, a presenca do MeHg no leite materno ja
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foi constatada em estudos com leite humano, evidenciando a contaminacao por
esta via (PARK et al., 2018).

No estudo de Falluel-Morel et al. (2007), com animais recém-nascidos, em
periodo de lactacdo, sete dias de idade, doses de 5 pg/g intraperitoneal
induziram uma reducdo de mais de 50% na sintese do DNA de neurdnios
imaturos, de 22% na sintese de DNA do hipocampo total e aumento de 4 vezes
a quantidade de células que expressavam o marcador para caspase 3.
Chamando atencdo mais uma vez ao modo de inducéo da intoxicacdo, pois ao
contréario do trabalho desenvolvido por Manfroi et al, 2004, no trabalho de Falluel-
Morel a intoxicacdo se deu de forma direta via intraperitoneal. Em animais recém-
nascidos, o tempo de excrecao do MeHg parece ser aumentado pela imaturidade
dos transportadores presentes no figado e nos rins (FALLUEL-MOREL et al.,
2007; MADEJCZYK et al., 2007; AREMU, MADEJCZYK; BALLATORI, 2008).

Farina et al, 2004, intoxicaram filhotes de ratos Wistar por 21 dias, a partir
do 3° dia pdés-natal, com injecBes subcutaneas de MeHg (2mg/kg). Perceberam
uma reducdo no peso corporal dos animais intoxicados, além do aumento nas
concentracfes de malondialdeido e reducéo da atividade de GPx no figado. A
reducdo na atividade de GPx foi associada a deplecdo dos grupamentos tiol o
que esta relacionado ao aumento da formacdo de EROs, associado ao maior
dano na membrana lipidica e demonstrando a alteracdo provocada pelo metal
no figado de neonatos (FARINA et al., 2004).

Neste trabalho utilizou-se dose de 20mg/L de MeHg em agua de beber
por 14 dias no periodo de lactacdo de camundongos C57BL6J (PN4-PN14). Para
escolha da dose do MeHg utilizada nesse estudo, foi realizado um ensaio piloto
guando foi testada a dose maxima sugerida previamente na literatura, de 40mg/L
de MeHg na agua de beber (FRANCO et al., 2009a; BISEN-HERSH et al., 2014).
Porém, devido ao aumento do nimero de eventos neuroldgicos (paralisia de
membros posteriores) e morte de matrizes e, em alguns casos, perda da prole
completa, a dose foi entdo reduzida para 20mg/L, ainda dentro do padrao de

palatabilidade e dano neuronal descrito por Franco et al, 2009. Esses autores
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ndo perceberam reducéo significativa da ingestao hidrica diaria de vido ao MeHg
nas doses de 10 a 40mg/L (FRANCO et al., 2009a).

Manfroi et al, 2004, utilizaram doses de 15 mg/L por 21 dias de exposicéo
através do leite materno. O consumo diario por estas matrizes foi estimado de
8,25mg/Hg/kg/dia, totalizando 173,25mg/Hg/kg ao final dos 21 dias (MANFROI
et al., 2004). Em nosso trabalho optamos por reduzir o tempo, totalizando 14 dias
(PN4 até PN18). Nesse periodo, a média estimada de ingestdo foi de
196,12mg/Hg/kg ao final do protocolo, uma média ainda superior ao observado

por Manfroi et al, 2004.

Nossos achados de ganho de peso corporal corroboram com Gandhi,
Panchal e Dhull, 2014. Esses autores utilizando ratas Wistar e suas proles néao
documentaram perda de peso nos filhotes apés intoxicacdo mercurial nas doses
de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/kg/dia por via intraperitoneal (IP). Percebeu-se apenas perda
de peso das progenitoras (GANDHI; PANCHAL; DHULL, 2014).

Para efeito de comparacdo sobre o metabolismo do mercurio no
organismo das duas espécies, ratos Wistar no trabalho de Gandhi, Panchal e
Dhull e camundongos C57BL6J neste trabalho, € importante salientar que a meia
vida do MeHg no organismo do rato € de 16 dias e no camundongo de 8 dias
(GANDHI; PANCHAL,; DHULL, 2014), sendo necessario um maior quantidade de
MeHg ingerida pelos camundongos para gerar o mesmo acumulo previsto pelo
trabalho citado (NEWLAND et al., 2006; REED; PALETZ; NEWLAND, 2006).

No nosso estudo, o aumento significativo nos niveis de colesterol sérico
nos animais intoxicados foi acompanhado do aumento da glicemia. Esses
achados de alteracbes metabdlicas em animais intoxicados pelo MeHg sédo
corroborados com estudos mostrando efeitos deletérios do MeHg nas células [3-
pancreaticas, fato que pode estar relacionado com a menor producao de insulina
e metabolismo alterado da glicose. Chen et al avaliaram células B-pancreéticas
em cultura expostas as doses crescentes de 1 a 20uM de MeHg. A partir da dose
de 2 uM houve reducéo significativa da viabilidade celular, além da reducédo da

secrecédo de insulina (CHEN et al., 2006).
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A elevacao dos niveis do colesterol total induzida pelo MeHg corroboram
com os dados encontrados por Macedo-Junior et al, 2017, que intoxicaram
camundongos Swiss adultos, 25 a 30g, com dose de 40mg/L de MeHg na agua
de beber por 14 dias e encontraram aumento dos niveis séricos de colesterol
total e HDL (MACEDO-JUNIOR et al., 2017). Também esses autores
encontraram niveis elevados da atividade enzimatica de AST e ALT
acompanhada por hepatomegalia. Da mesma forma a elevacédo nos niveis de
colesterol sérico foram observados no trabalho de Joshi et al, 2014, onde ratos
Sprague-Dawley, 150g, receberam 1mg/kg 5 vezes por semana por gavagem,
durante 12 semanas. Esses autores observaram também elevacéo dos niveis de

creatinina e ureia séricos (JOSHI et al., 2014).

No nosso estudo foi encontrado aumento da atividade de enzimas antio-
oxidantes no figado apds intoxicacdo mercurial, contudo ndo observamos
aumento da atividade de peroxidacdo lipidica que foi encontrada tanto no
hipocampo como no cerebelo. No trabalho de Kirkpatrick et al, 2015, usando
camundongos C57BL6N com 40 dias de vida, e dando a eles dose diaria de
5mg/kg de MeHg em cookies por 28 dias, encontrou-se valores de concentracéo
de Hg maiores no figado que no tecido cerebral (KIRKPATRICK et al., 2015).
Porém, os niveis de Hg encontrados no cérebro aumentavam de forma mais
rapida nos dias seguintes ao inicio do tratamento. Isso pode ser atribuido a falta
de um transportador que retire 0 MeHg do tecido cerebral, corroborando com
nossos achados que o cérebro (hipocampo e cerebelo) apesar do aumento
compensatoério da atividade antioxidante ainda apresenta peroxidacao lipidica
detectada pelo aumento da atividade de malondialdeido apds intoxicacao

cronica pelo MeHg.

Ao contrario dos nossos resultados, Kirkpatrick et al encontraram valores
reduzidos de GPx no figado, sugerindo uma inibi¢cao pelo MeHg. (KIRKPATRICK
et al., 2015). No nosso estudo a concentracdo de MeHg utilizada ndo foi o
suficiente para inibir a acdo de GPx, como descrito previamente por Franco et al
(FRANCO et al., 2009a).
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Franco et al, demonstraram que a incubacdo com GPx em cultura de
células de neuroblastoma humano, fez com que os niveis de peroxidacao lipidica
voltassem ao estado basal, combatendo a acao pro-oxidante desencadeada pelo
MeHg (FRANCO et al., 2009a). No nosso estudo, foram observados valores
aumentados de GPx e GSH no hipocampo (contudo nao no cerebelo), sugerindo
aumento da resposta antioxidante, contudo ndo suficiente para impedir a

peroxidacao lipidica.

Yadetie et al, 2013, utilizando-se da técnica de microarray para detectar
genes alvo no DNA de hepatdcitos de peixes verificou que a intoxicacdo pelo
mercurio inorganico produziu uma superexpressao de genes relacionados a via
de sinalizag&o antioxidante Nrf2, ligadas aos genes HO1 e GSTs (YADETIE et
al., 2013). Estudos de Li et al, 2012, também demonstraram uma alteracdo
nessa via de sinalizacdo celular no tecido cerebral de animais intoxicados por
MeHg, sugerindo que o dano induzido pela acdo oxidativa do MeHg se comporta
de forma semelhante nas células dos tecidos hepatico e cerebral (LI et al., 2012).

Ainda no estudo de Yadetie et al foi verificada superexpressao de genes
ligados a atividade de gliconeogénese, fato que pode também se relacionar aos
valores glicémicos elevados encontrados em nosso trabalho, da sintese de
acidos graxos, Acetil-CoA desidrogenases mitocondriais, e da via ligada a
sintese de GSH, relacionado a alteracéo no metabolismo de EROs (YADETIE et
al., 2013).

O aumento de EROs nas intoxicacdes por MeHg é algo bem estudado na
literatura. O desequilibrio redox induz um descontrole no metabolismo do célcio
intracelular principalmente em astrécitos, que leva ao aumento da producédo de
peroxido de hidrogénio (H202) (SAVASKAN, N. E., BORCHERT, A., BRAUER,
A. U., & KUHN, 2007; FARINA et al.,, 2009; FRANCO et al., 2009a). Outra
consequéncia do aumento de EROs é o dano na parede mitocondrial, o que leva
ainda a maior producéo de peroxido de hidrogénio (MYHRE, FONNUM, 2001).

Em nossos achados as concentragdes de GSH estiveram mais elevadas

no hipocampo do grupo Hg, fato que contradiz o achado no estudo de Joshi et
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al. Esses autores encontraram niveis de GSH e GPx reduzidos no cérebro total
nas doses de 1mg MeHg/kg, 1 x a cada dois dias, durante 12 semanas (JOSHI
et al., 2014), sugerindo que o protocolo de intoxicacao utilizado nao foi capaz de
diminuir os niveis de glutationa reduzida ou porque os niveis de GSH e GPX de

outros regides cerebrais foram menores que o hipocampo.

A molécula de GSH é tida como uma das mais importantes defesas contra
a agressdo oxidante imposta pela intoxicagdo mercurial. Isso se d& devido a
ligacdo entre o0 GSH e o MeHg, formando, GSHgCHs (NI et al., 2012), que €&
retirado da célula pelos transportadores MRP (CLARKSON, VYAS, BALLATORI,
2007; MADEJCZYK et al., 2007). O fato de que no hipocampo dos animais
intoxicados por mercurio ndo tenha havido diminuicédo dos niveis de GSH sugere
gue a quantidade transferida de MeHg no leite materno ou biodisponibilidade ndo
tenham sido suficientes para bloguear o GSH em comparacdo com outros

trabalhos que intoxicaram os animais de forma mais direta.

Foram encontrados valores elevados de catalase e MDA no cerebelo de
nossos animais. De forma semelhante, Manfroi et al também observaram
aumento dos niveis de catalase no cerebelo em camundongos Swiss, durante a
lactacdo, apds desafio por MeHg (15 mg/L na agua de beber por 21 dias). Além
disso, esses autores observaram valores elevados de GSH, GPx e SOD no
cerebelo no grupo intoxicado (MANFROI et al., 2004).

Apesar dos valores alterados de MDA no hipocampo dos animais
intoxicados, ndo foram verificadas alteracdes nas citocinas pro-inflamatérias
avaliadas. Dados do nosso estudo séo corroborados com os trabalhos de Wang
et al, 2002 e 2009, e Basset et al, 2012, que ndo observaram aumento dos niveis
de TNF-a em co-cultura de astrocitos e microglia e TNF-a e IL-138 em cultura de
microglia, apos desafio com MeHg (WANG et al., 2002, 2009; BASSETT, BACH,
CHAN, 2012).

Além do que, quanto mais desenvolvidos 0s animais, eles conseguem
excretar melhor o MeHg, devido a maturidade de seus transportadores que séo

mais expressos com a idade. O aumento significativo da peroxidacéo lipidica
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observada no hipocampo, contudo ausente no cerebelo, apés intoxicagdo pelo
MeHg, pode ser explicada em parte pela falta de transportadores (OAT-1 e
MRP-2) na BHE para remocao do MeHg apos se ligar as proteinas especificas
do meio extracelular cerebral, que sdo presentes no figado (AREMU,
MADEJCZYK, BALLATORI, 2008).

Apesar de nao obtermos resultados significativos em marcadores
inflamatdrios, ndo podemos excluir que esse efeito ocorra mais tardiamente. Um
achado importante desse estudo é o efeito do MeHg no metabolismo lipidico e
na glicemia em camundongos lactentes, sugerindo um risco aumentado para
doencas metabdlicas e cardiovasculares. Mais experimentos com esse modelo
sdo necessarios para verificar se ha alteragfes sensiveis a nivel celular e quais

mecanismos envolvidos no processo.

As limitacGes desse estudo incluem a dificuldade de controlar algumas
variaveis maternas, incluindo a eficiéncia do aleitamento materno, qualidade do
leite e cuidado com os filhotes. Para minimizar efeito do experimentador nessas
variaveis maternas, todos os animais receberam o mesmo manejo, reduzindo o

contato com animais de forma minima possivel.

Como inovacéo esse estudo, até onde se sabe, avaliou pela primeira vez
o efeito de forma mais crénica da intoxicacdo do MeHg (por 14 dias) no
hipocampo de camundongos lactentes, num periodo critico de plasticidade,
simulando uma condicdo que pode ser observada em populagdes expostas.
Esse trabalho traz informagbes importantes para guiar outros estudos que

avaliam a neurotoxidade do MeHg no periodo de lactacao.
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7. CONCLUSAO

Os principais achados desse estudo estao listados abaixo:

¢ Nao houve alteracdo no delta do ganho de peso dos filhotes dos grupos
experimentais;

e Os niveis de Hg no pelo dos animais intoxicados com MeHg foram 3x
maiores que o do grupo controle;

¢ Houve aumento nos niveis de glicemia e colesterol séricos total no grupo
intoxicado com MeHg (Hg), porém sem diferenga na concentragdo sérica
de triglicérides;

e Houve aumento da atividade da catalase no hipocampo e cerebelo dos
animais do grupo MeHg, sem alteracdes no figado;

e Houve aumento nas concentracbes de glutationa no hipocampo de
animais do grupo MeHg, porém sem diferenca no cerebelo ou figado;

e Houve aumento na atividade da superéxido dismutase no hipocampo e
cerebelo do grupo MeHg e aumento na atividade do grupo controle no
figado quando comparado ao grupo intoxicado;

¢ Os niveis de malondialdeido se mostraram elevados no hipocampo dos
animais do grupo MeHg, porém sem alteracdes no figado;

e A atividade da glutationa peroxidase foi elevada no hipocampo e figado
dos animais do grupo MeHg, porém sem alteracdes no cerebelo;

e Nao houve alteracbes nos niveis de IL-1B, TNF-a, IFN-y ou KC no
hipocampo ou cerebelo dos animais apds intoxicagao por MeHg (20mg/L)

na agua de beber.
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