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RESUMO

O metilmercurio (MeHg) € um organometal com forte acdo neurotéxica no sistema
nervoso central (SNC). A contaminacdo humana por MeHg se d4a, em sua maioria,
pelo consumo de peixes, frutos do mar ou agua contaminada. No SNC, o MeHg pode
causar neuroinflamacdo e aumento de estresse oxidativo, induzindo a morte de
neurdnios no hipocampo. Muitos trabalhos tém documentado o efeito deletério do
MeHg no hipocampo, porém a neurotoxicidade em baixo grau e cronica do MeHg
ainda nao foi avaliada em camundongos adultos com foco em neurotransmissores,
inflamacédo, estresse oxidativo no hipocampo e memoria. Neste trabalho foram
utilizados camundongos C57BL6J adultos intoxicados com 2mg de MeHg/L na 4gua
de beber por 30 dias e controles. Foram avaliados concentracdes séricas de
endotoxina (LPS), mieloperoxidase (MPO) e TNF-a, como marcadores de inflamacao
sistémica e colesterol total e triacilglicerois para avaliar dislipidemia. Concentracdes
no tecido hipocampal de neurotransmissores (glutamato, tirosina, taurina, acido gama-
amino butirico (GABA) e glicina), atividade da acetilcolinesterase, expressao génica
de marcadores inflamatoérios (IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), malondialdeido (MDA),
estresse oxidativo, MPO e fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF). Testes
comportamentais foram realizados a fim de avaliar prejuizo motor e comportamento
exploratdrio (campo aberto), memoria de trabalho (labirinto em Y), memdéria espacial
e de longo-prazo (labirinto de Barnes). O peso dos animais foi monitorado
semanalmente. Os animais intoxicados tiveram um maior ganho de peso. O grupo
intoxicado também apresentou maiores concentracdes séricas de triacilglicerois e
colesterol total (p<0,05) e concentracdes periféricas mais elevadas de LPS (p=0,01),
TNF-a (p<0,0001) e MPO (p<0,0001) em relacdo aos controles. Os animais
intoxicados apresentaram maiores concentragdes tissulares hipocampais de MDA
(p=0,008) e de MPO (p<0,05). A expressao génica de IL-4 foi menor no grupo
intoxicado (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. A concentracdo dos
neurotransmissores GABA (p<0,05) e glicina (p<0,0001) foi mais elevada no grupo
intoxicado, com reducao da concentracdo de taurina (p=0,003), porém sem alteracédo
nos niveis de glutamato e tirosina. Os animais intoxicados apresentaram menor
distancia total percorrida (p=0,02), menor velocidade média (p=0,02), menores
registros de rearing (p=0,01) e maiores registros de grooming (p=0,01) que o grupo
controle no teste de campo aberto. Nao houve diferenca significativa na meméria de
trabalho, espacial ou de aprendizado. Os achados desse trabalho sugerem que a
intoxicacdo de baixo grau com MeHg induz alteragBes bioquimicas no hipocampo,
com distarbio de neurotransmissores inibitérios associando-se a dislipidemia e
inflamacéo sistémica, essa ultima presumivelmente devido a alteracdo da barreira
intestinal.

Palavras-chaves: Metilmercurio; Hipocampo; Neurotransmissores; Inflamacéao;
Estresse oxidativo; Memoaria.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is an organometal with strong neurotoxic action on the central
nervous system (CNS). Human contamination by MeHg is mostly due to the
consumption of fish, seafood or contaminated water. In the CNS, MeHg can cause
neuroinflammation and increased oxidative stress, inducing the death of neurons in
the hippocampus. Many studies have documented the harmful effect of MeHg in the
hippocampus, but the low-grade and chronic neurotoxicity of MeHg has not yet been
evaluated in adult mice with a focus on neurotransmitters, inflammation, oxidative
stress in the hippocampus and memory. In this work, adult C57BL6J mice intoxicated
with 2mg MeHg / L in drinking water for 30 days and controls were used. Serum
concentrations of endotoxin (LPS), TNF-a and myeloperoxidase (MPO) were
evaluated as markers of systemic inflammation and total cholesterol and triglycerides
to assess dyslipidemia. Hippocampal tissue concentrations of neurotransmitters
(glutamate, tyrosine, taurine, gamma-amino butyric acid (GABA) and glycine),
acetylcholinesterase activity, gene expression of inflammatory markers (IFN-y, IL-4,
IL-5, IL-6 and IL-10), malondialdehyde (MDA), oxidative stress, MPO and brain-derived
growth factor (BDNF). Behavioral tests were carried out in order to assess motor
impairment and exploratory behavior (open field), working memory (Y-maze), spatial
memory and long-term memory (Barnes maze). The animals' weight was monitored
weekly. Intoxicated animals had a greater weight gain. The intoxicated group also had
higher serum concentrations of triacylglycerols and total cholesterol (p <0.05) and
higher peripheric concentrations of LPS (p = 0.01), TNF-a (p <0.0001) and MPO
(p<0,0001) compared to controls. Intoxicated animals had higher hippocampal tissue
concentrations of MDA (p = 0.008) and MPO (p <0.05). Gene expression of IL-4 was
lower in the intoxicated group (p <0.05) compared to the control group. The
concentration of neurotransmitters GABA (p <0.05) and glycine (p <0.0001) was higher
in the intoxicated group, with a reduction in the concentration of taurine (p = 0.003),
but without changes in the levels of glutamate and tyrosine. Intoxicated animals had
the lowest total distance covered (p = 0.02), the lowest average speed (p = 0.02), the
lowest rearing records (p = 0.01) and the highest grooming records (p = 0.01) that the
group controls in the open field test. There was no significant difference in working,
spatial or learning memory. The findings of this study suggest that low-grade MeHg
intoxication induces biochemical changes in the hippocampus, with disturbance of
inhibitory neurotransmitters associated with dyslipidemia and systemic inflammation,
the latter presumably due to changes in the intestinal barrier.

Keywords: Methylmercury; Hippocampus, Neurotransmitters, Inflammation, Oxidative
stress, Memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ciclo da contaminacao por metilmercario

O mercurio é um metal pesado liquido em temperatura ambiente e com
ponto de ebulicéo relativamente baixo (356° C). Tem amplo uso na mineragéo de ouro,
incineracdo de combustiveis fosseis e producédo de acetaldeido (CHETELAT et al.,
2018). E passivo de processo de metilagdo por bactérias, formando um
organocomposto com afinidade pelos grupamentos sulfidrilicos e seleniol de
proteinas. Apresenta-se sob duas formas metiladas, o metilmercario (CHsHg") e o
dimetilmercario [(CHs)2Hg] (MOREL; KRAEPIEL; AMYOT, 1998).

A intoxicacdo endémica por metilmercurio (MeHg) tem sido descrita na
regido Norte, com sua vasta riqueza e biodiversidade, em grande parte devido a
mineracdo ilegal (KAUANO; SILVA; MICHALSKI, 2017). A atividade mineradora
artesanal utiliza o mercurio (Hg) para identificar pepitas de ouro e € a maior fonte de
contaminacdo por mercurio da atualidade (Figura 1). Um composto com Hg é
separado do ouro por aquecimento e lavado nas aguas dos rios. Depositando-se nos
leitos, passa a sofrer processo de metilacdo por bactérias presentes em algas,
formando o metilmercurio (MeHg). Esta forma organica tem maior potencial toxico
devido sua facilidade de atravessar membranas celulares e de se ligar a aminoacidos
como a cisteina, facilitando seu transporte (HUDELSON et al., 2020).

Figura 1 - Fontes globais de contaminac¢ao por mercurio

Emissdes de merctrio por setor (kg, 2018)
Global: 2.223.594,00 kg
Mineragao artesanal 837.658,00
Queima de combustiveis fosseis 473.777,00
Produgéo de metais néo ferrosos 326.657,00
Produgio de cimento 233.168,00
Lixo industrial 146.938,00
Monomeros de cloreto de vinil 58.268,00
Queima de biomassa 51.860,00
Produgédo de metais ferrosos 39.903,00
Produgéo de cloro 15.146,00
Queima de lixo 14.944,00
Refinamento de éleo 14.377,00
Combustéao de oleo e gas 7.130,00
Cremagio 3.768,00
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000 S00000

Fonte: Adaptado de AMAP/UN Environment, 2019.
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Estudos realizados em populagdes ribeirinhas ao longo do Rio Tapajos
demonstraram que o consumo de peixe € a principal fonte de alimento e, portanto, a
via potencial de intoxicagdo do MeHg (SAMPAIO DA SILVA et al., 2009). A analise de
Hg no cabelo tem sido utilizada para avaliar o nivel de intoxicacédo dessas populacdes
ribeirinhas, inclusive na Amazoénia. Essas andlises tém confirmado niveis toxicos
crescentes de Hg na populacéo ribeirinha do Tapajés, com valores médios aferidos
em 2013 de 7,25 ug Hg/g, e em 2014 10,80 ug Hg/g. Ambos acima do valor limite pela
OMS (6,0 pg Hg/g), indicando exposicao cronica crescente ao MeHg nessas
populacdes (COSTA JUNIOR et al., 2018).

Recentemente, desastres ambientais em larga escala ocorridos nos
municipios de Mariana, Minas Gerais - MG (Dezembro, 2015), e Brumadinho - MG
(Janeiro, 2019), chamaram atencao para possivel contaminacdo por MeHg. Estes
locais sofreram com o rompimento de barragens de rejeitos de mineracado, oriundos
da empresa Vale, levando toneladas de dejetos quimicos ao longo do curso dos rios
locais (ALMEIDA; JACKSON FILHO; VILELA, 2019; DAVILA et al., 2020).

Um més apds o desastre ambiental de Mariana, a Agéncia Nacional de
Aguas registrou em um dos tributarios do Rio Doce (Rio Gualaxo do Norte) a medic&o
de 0,89 ug Hg/L de 4gua, posteriormente a esse registro, todas as medicdes seguiram
0 padrdo maximo considerado pelo CONAMA para 4guas doces classe 1 (AGENCIA
NACIONAL DE AGUAS, 2020). A tragédia que acometeu Brumadinho ocorreu em
janeiro de 2019, e as leituras registradas na estacdo de Mario Campos (BP068) no dia
26 de janeiro registravam 4,23 pg Hg/L, chegando ao final do més seguinte com
valores de 0,42 ug Hg/L. As leituras seguintes se mantiveram no limite detectavel (0,2
HMg Hg/L) ou abaixo dele (Figura 2) (MINAS GERAIS, 2020). A resolugao 357/2005,
do CONAMA regula que a concentracdo maxima de Hg para dguas doces de classe
1 (contato primario, aquicultura e atividade de pesca) € de 0,2 ug/L. Conforme citado
por Raposo et al, 2020, os problemas decorrentes desses desastres ambientais néo
serdo percebidos a curto prazo e requerem atencao continuada dos servigos publicos.
Acompanhamento de niveis de metais pesados no sangue e cabelo da populacéo
local, bem como medidas para reduzir os riscos da contaminagdo por MeHg sao
necessarias para evitar um maior impacto no servico publico de saude com doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares oriundas da intoxicagdo por MeHg (RAPOSO
et al., 2020).
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Figura 2 - Desastres ambientais no estado de Minas Gerais e concentracdes de

mercurio no leito dos rios.

Mariana — MG (dezembro de 2015) Brumadinho — MG (janeiro de 2019)

AREAS AFETADAS MEDICOES
Janeiro de 2016 Margo de 2016
Mariana - MG
0,89 pyg Ho/L* 0,2 yug Hg/L**
Janeiro 2019 Maio de 2019
Brumadinho - MG
4,23 pg Hg/L* 0,2 pug Hg/L**

Fonte: Adaptado de (AGENCIA CAMARA DE NOTICIAS, 2017; 2020)

*AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2020. *MINAS GERAIS, 2020. **Res 357/2005, CONAMA, limites
para dguas doces Classe 1, 0,2 pug Hg/L.

Além da contaminacédo pela agua e consumo de peixes intoxicados, outro
potencial causador de intoxicagdo por Hg € o uso de amalgamas dentais. Um estudo
de 2013 informa que o descarte de material odontolégico € uma das principais fontes
de contaminagdo por mercurio encontradas na india, perdendo apenas para a
contaminacdao por pesticidas (BURGER CHAKRABORTY et al., 2013). A relacao entre
0 aumento de Hg no sangue ou cabelo com a presenca de amalgamas dentais a base
de Hg ndo € nova, devido a sua composicdo em torno de 50% de mercuario. O
amalgama dentério, depois de aderido ao dente, emite vapor de mercurio e também
libera fracbes desse metal durante a mastigacdo (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2009; MITCHELL et al., 2018).
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O maior risco do uso de restauracdes dentarias com mercuario esta nas
populacdes mais pobres e com menos acesso a tratamentos odontologicos e de
saude, além de alimentacdo variada. Em particular, as criangcas tornam-se mais
suscetiveis a maiores danos aos dentes, necessitando de restauragcdo, devido a
alimentacdo ou até mesmo a precarios cuidados com a higiene bucal. Com um custo
menor, 0s amalgamas de mercurio sdo os mais utilizados devido a falta de recursos
financeiros dessa parcela da populagédo (MITCHELL et al., 2018; WILBURN, 2013).

1.1.1 Casos de contaminacdo humana por mercurio no Brasil

Em 1980, o Brasil passou a relatar casos de intoxicagdo humana por
mercurio na regido amazébnica (rio Tapajos), onde a mineracdo do ouro € uma
atividade endémica (BERZAS NEVADO et al., 2010). Nas demais regides do pais
outros incidentes envolvendo contaminacdo por mercurio também foram relatados,
mas com outros cenarios e motivos.

Os dois relatos associados a regido Sudoeste estdo relacionados ao uso
de restauracdes dentarias a base de mercurio, amalgama e despejo ilegal de esgoto
em mananciais hidricos (KUNO et al., 2013a; ALMEIDA LOPES et al.,, 2017).
Demonstrando uma relacao positiva entre a quantidade de restauracdes dentarias e
0 aumento de metal no sangue. No entanto, esses niveis detectados nao foram
suficientes para promover o aumento de marcadores como o malondialdeido (MDA),
um marcador de dano a membrana celular no sangue periférico desses individuos
(KUNO et al., 2013b; ALMEIDA LOPES et al., 2017).

Apesar da contaminacdo das nascentes por fontes antrépicas, como o
descarte de materiais de consultérios odontolégicos e residuos industriais, o maior
namero de relatos de contaminacdo por Hg no Brasil ocorre em populacdes
ribeirinhas. Como o relatado no Centro-Oeste e Nordeste, em pessoas que tiveram
contato com peixes ou farinha de peixe dos rios locais (DA CUNHA; DA COSTA;
CALDAS, 2013; MILHOMEM FILHO et al., 2016).

E importante observar que os mesmos rios da Regido Norte tém
ramificacbes em outros estados brasileiros e estédo associados a casos notificados em
estados vizinhos. Em Brasilia, 18 maes apresentaram aumento nos niveis de mercurio
total apés o consumo de farinha de peixe, recomendada como aditivo na dieta (DA
CUNHA; DA COSTA; CALDAS, 2013). Da mesma forma, 25 familias no estado do
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Maranh&ao, apresentaram altos niveis de mercurio apds comer peixes do rio Tocantins,
gue tem origem na regido Norte do pais (MILHOMEM FILHO et al., 2016). O relato de
casos de contaminagdo em locais banhados por rios originarios da Regido Norte
mostra que o0s residuos quimicos depositados no leito desses rios podem ser
transportados ao longo deles, seja por peixes ou mesmo pelo escoamento da agua.
Outra possibilidade € a existéncia de novas fontes de contaminacao ao longo do leito
desses rios.

No entanto, a ocorréncia de eventos, mesmo em locais distantes do
epicentro da area de contaminacédo, demonstra que as populacées locais precisam de
mais atencdo, uma vez que dependem dos rios para sua alimentacdo e suporte
financeiro. Outros afluentes do rio Tocantins também apresentam registros de
contaminacdo, além dos registrados nos estados do Distrito Federal (Brasilia) e
Maranhao (Imperatriz). Um estudo realizado no rio Tucurui, com 37 participantes,
mostrou altos niveis de mercurio no sangue periférico dos ribeirinhos do estado do
Para (FEITOSA-SANTANA et al., 2018).

Isso fica bem demonstrado ao observar os relatérios de contaminacdo ao
longo do rio Madeira, ocorrendo tanto no territério do estado do Amazonas quanto no
estado de Ronddnia (RO). Na localidade de Bom Futuro (RO) foi realizado estudo com
294 criancas expostas a contaminacdo por mercurio. Os pesquisadores verificaram
retardo no desenvolvimento cognitivo, variavel por sexo, tendo prevaléncia no sexo
masculino (COSTA JUNIOR et al., 2018). Da mesma forma, estudo com populagao
contaminada por mercurio (n = 93) mostrou que os homens sdo mais suscetiveis a
contaminacgao por mercurio do que as mulheres, apenas sendo percebido em homens
acima de 35 anos (FILLION et al., 2009).

Ainda no estado de RO, estudo com garimpeiros (Rio do Rato) mostrou
aumento dos niveis de mercurio no sangue e de citocinas pré-inflamatérias, como
TNF-q, IL-18 e IFN-y (ARRIFANO et al., 2018a, 2018b).

Acompanhando a vaz&o do rio Madeira, foram analisadas 1.945 amostras
de cabelos de ribeirinhos. O resultado se assemelha a uma relagéo dose-dependente
entre o consumo de peixe e 0s niveis de mercurio dessas pessoas. Esses elementos
sdo impulsionados pelas caracteristicas de subsisténcia que a populagédo possui em
relacdo ao uso da agua do rio e dos alimentos que dela derivam (KHOURY et al.,
2015).
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1.1.2 Manifestacg@es clinicas da intoxicacdo por metilmercurio

As primeiras manifestagBes clinicas registradas e atribuidas a
contaminagao por MeHg sé&o referentes ao desastre de Minamata, em 1950. Ocorrido
devido ao despejo de agua contaminada com sulfeto de mercurio, usado na fabricacéao
de acetaldeido, por industria local, contaminando a populacdo da vila de Minamata
(IRUKAYAMA K, 1977). A partir do estudo das manifestacdes clinicas da populagéo
local os sintomas forma denominados sindrome de Minamata, sendo posteriormente
associado a intoxicagao por MeHg.

Em 1971 outro incidente chama a atencéo de autoridades do mundo para
a gravidade da intoxicagao causada pelo MeHg. O consumo de graos contaminados
com um fungicida a base de MeHg no Iraque provocou muitos casos de intoxicagao
severa e mortes (BAKIR et al., 1973).

As desordens de ordem neurolégica ndo afetaram apenas humanos
contaminados com MeHg. Apenas em 1953 ocorre o primeiro registro de efeitos da
contaminag¢do humana por MeHg, porém, em 1950 efeitos neuroldgicos ja haviam sido
descritos como um estranho fendmeno ocorrido na regido de Minamata (HARADA,
1995).

Dentre os fenbmenos observados estavam peixes nhadando em
movimentos repetitivos circulares e flutuando proximo a superficie, ostras e mariscos
abrindo-se espontaneamente e entrando em decomposicao e passaros que caiam
durante o voo. Porém, a alteracdo no comportamento dos gatos locais foi um dos
elementos chave para desvendar a misteriosa doenca até entdo chamada de doenca
de Minamata (HARADA, 1978). Os gatos do local apresentavam excessiva salivacéo,
convulsBes, movimentos giratorios frenéticos, eram incapazes de caminhar em linha
reta e apOs pouco tempo morriam. Esses animais foram examinados por um grupo de
pesquisadores e verificada intoxicagao por Hg, com concentragdes no cérebro de 18,6
mg/kg e pelo de 134,0 mg/kg (HARADA, 1995; ETO; MARUMOTO; TAKEYA, 2010).

Os pacientes acompanhados nos desastres de Minamata e no Iraque
apresentavam por sua vez sintomas semelhantes, como confusdo mental, depresséo,
irritabilidade (MCALPINE; ARAKI, 1958; MAGHAZAJI, 1974; JACKSON, 2018)
reducdo do campo visual, prejuizo sensorial, ataxia, disartria (JACKSON, 2018),
distarbios auditivos (YORIFUJI et al.,, 2008), hipersalivacdo, tremores, rigidez
muscular e reflexos tendineos exagerados (TOKUOMI, 1960; YAMANAGA, 1983;
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HARADA, 1995; ETO; MARUMOTO; TAKEYA, 2010). Analises patoldgicas post
mortem apresentaram dano ao cortex cerebelar, com reducéo das células granulares,
dano a regido calcarina do lobo frontal (relacionado com a visdo) (HUNTER,;
RUSSELL, 1954; TAKEUCHI et al., 1962), cortex pré frontal e temporal (TAKEUCHI,
1982; HARADA, 1995; ETO; MARUMOTO; TAKEYA, 2010). Nos ganglios da raiz
dorsal foi percebida desmielinizacdo afetando a comunicacdo do impulso nervoso
(TAKEUCHI et al., 1962; HARADA, 1982). Nos pacientes autopsiados com morte
decorrente de intoxicacdo por MeHg foram encontradas concentra¢des no cérebro de
2,6 a 24,8 mg/kg e no pelo de 2,46 a 705 mg/kg (HARADA, 1995; ETO; MARUMOTO;
TAKEYA, 2010).

Nos estudos desenvolvidos na regido da Amazobnia brasileira o valor
méaximo detectado da concentracdo de Hg no pelo de moradores ribeirinhos adultos
foi de 47 mg/kg, valor bem menor que o0 maximo encontrado em moradores da regido
de Minamata (RODRIGUES et al., 2007; SANTOS-SACRAMENTO et al., 2021). Ainda
assim, pesquisas desenvolvidas nessa regiao apresentaram dados compativeis com
dano neuroldgico semelhante aos verificados nas populagbes de Minamata e do
Iraque, tais como reducdo da destreza manual (DOLBEC et al., 2000), prejuizos
cognitivos, presenca de tremores, comprometimento da audicdo (HARADA et al.,
2001; BENEFICE; LUNA-MONRROY; LOPEZ-RODRIGUEZ, 2010),
comprometimento da acuidade visual e percepcao de cores (FILLION et al., 2011a,
2011b), insbnia, ansiedade e irritabilidade (CORBETT et al., 2007; JUNIOR et al.,
2017).

O prejuizo cognitivo verificado nos sujeitos intoxicados, bem como as
alteracbes morfolégicas neuronais se relacionam com o aparecimento de doencas
neurodegenerativas, bem como com o prejuizo na formacédo e consolidacdo da

memoria.

1.2 Memoéria

Memodria é um processo cerebral complexo de armazenamento e
recuperacgdo de informagfes. As memorias de longa duracdo séo classificadas como
procedimentais ou declarativas. As memarias procedimentais sdo aquelas associadas
a acbOes, como fazer, ja as declarativas se relacionam com conceitos ou

conhecimentos acumulados. A base para a formacdo da memoria € a comunicacao
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neuronal caracterizada como potencial de longo termo (LTP). O LTP é associado a
modulacao da plasticidade sinaptica e a modulacdo do armazenamento de memoaria
(DAUGHERTY et al., 2016; SOLARI; HANGYA, 2018a; FELD; BORN, 2020).

O envelhecimento € marcado pela maturacdo dos processos de sinalizacéo
neuronal. Doencas neurodegenerativas como o Alzheimer promovem danos no
processo de sinalizacdo e formacdo da memoria. O processamento e formacéo da
memoéria é influenciado pelos sistemas glutamatérgico, GABAérgico, colinérgico,
noradrenérgico e serotoninérgico (MYHRER, 2003).

Os potenciais de longa duracéo (LTP) séo estimulos que se caracterizam
pela sua acéo sobre os receptores ionotropicos N-metil D-aspartato (NMDAR) e acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPAR), 0s quais fazem parte dos
receptores presentes nas vias de sinalizacdo glutamatérgicas. A sinalizacédo
glutamatérgica de modo geral, esta relacionada diretamente ao processo de
aprendizado. Os NMDARr possuem uma participacdo ativa na inducéo do LTP, ja os
AMPAR estao mais intimamente ligados a manutencéo deste potencial (DINGLEDINE
et al., 1999). Ou seja, um bloqueio dos NMDARr é capaz de induz um prejuizo na
aquisicao de novas informacdes (SHINOHARA; HATA, 2018), enquanto o bloqueio de
AMPAR pode promover déficits na manutengcdo da informacdo adquirida
(VOLIANSKIS et al., 2015; TORQUATTO et al., 2019).

O sistema dopaminérgico estad relacionado, de modo geral com os
processos de atencdo, motivacao e aquisicao de novas informacgdes (AALTO et al.,
2005).

Os receptores dopaminérgicos sdo receptores membros da familia de
receptores acoplados a proteina G, respectivamente D1, D2, D3, D4 e D5. Os
receptores D1 e D5 ativam Adenilciclase via Proteina Gs, elevando o AMPc
intracelular. Ja os receptores D2, D3 e D4, inibem a adenilciclase via proteina Gi
(BHATIA; SAADABADI, 2019; VALENZUELA; PH; MICHAEL, 2001).

A dopamina funciona como agente regulador dos movimentos corporais,
da atencdo, motivacdo, reforco, satisfacdo e recompensa, no cérebro adulto ja
desenvolvido. No hipocampo, afeta diretamente a plasticidade neural, como a
formacdo de memdrias de acontecimentos que fujam do cotidiano, ou seja, é crucial
para a formacdo de memorias de situacdes ndo usuais. Além das fontes de liberacao
hipocampal de dopamina pela via mesolimbica, ha também liberacdo dopaminérgica

advinda de fibras neuronais noradenérgicas presentes no Locus Ceruleo, estando
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também relacionada a formacdo de memaria no hipocampo (KENTROS et al., 2004;
LISMAN; GRACE, 2005; MCNAMARA et al., 2014; ROSEN; CHEUNG;
SIEGELBAUM, 2015).

Por sua vez o colinérgico se relaciona com a navegacéo e consolidacao da
memoria, além de estar relacionada a atencéo e aprendizado (SOLARI; HANGYA,
2018b). A Acetilcolina E sintetizada a partir da acetil coenzima A (CoA) e da colina,
pela acdo da catalitica da enzima colina acetil transferase. A acdo pds-sindptica da
ACh é encerrada a partir da acdo da Acetilcolinesterase. Os receptores colinérgicos
podem ser ionotrépicos (receptores nicotinicos), canais ibnicos dependentes de ions
Na*, ou metabotropicos (receptores muscarinicos), acoplados a proteina G, sendo
divididos em M1, M2, M3, M4 e Ms. Os receptores M1, M3 e M5 séo ligados a proteina
Gq, com resposta excitatéria, ja os receptores M2 e M4 agem a partir da proteina Gi
com resposta inibitéria (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2016; PURVES et al., 2010).

No caso da serotonina (5-Hidroxitriptamina ou 5-HT), é sintetizada a partir
do triptofano, um aminoé&cido essencial encontrado em alimentos com alto indice
proteico como carnes, peixes e laticinios. Os receptores serotoninérgicos, em sua
maioria sdo metabotropicos (5-HT1 ao 5-HT7), com excecdo do 5-HT3, canais
catibnicos nao seletivos que geram respostas excitatorias (BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2016; PURVES et al., 2010). O sistema serotoninérgico esta relacionado
aos processos dependentes de emocgBes associadas no hipocampo, além de estar
relacionado ao sono, apetite e humor (LOPEZ; BALLAZ, 2020).

Myhrer et al., (2003), em meta-analise, avaliaram os sistemas relacionados
a testes de memodria, em trabalhos que utilizaram agonistas ou antagonistas dos
receptores dos sistemas de sinalizacdo. A memaria relacionada ao aprendizado e a
memoéria espacial foram avaliadas pelo labirinto de Morris. Os pesquisadores
verificaram que os sistemas dopaminérgico, colinérgico, GABAérgico e glutamatérgico
foram os mais associados a baixo desempenho nos testes de memdria quando
bloqueados. Sugerindo assim forte acéo deles no processo de aprendizado e memoaria
espacial. Em sua maioria, 0S animais apresentaram prejuizo no teste com a
administracéo de antagonistas de receptores muscarinicos ou nicotinicos, receptores
de dopamina tipo 2 (D-2r) e NMDARr. Além de também apresentarem baixo
desempenho com a administracédo de agonistas de receptores A e B do acido gama-
aminobutirico (GABA-Ar e GABA-Br) (MYHRER, 2003).
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Considerando a memoria de trabalho, os estudos avaliados na meta-
analise que utilizaram labirinto em Y, o autor encontrou que antagonistas de
receptores muscarinicos, NMDAR, além da deplecao de receptores dopaminérgicos e
agonistas de GABA-Ar e GABA-Br induziram prejuizo no teste, com menores valores
de alternancia espontanea entre os bracos.

O processamento da informacao oriunda dos testes de memoria € ligado a
estruturas do sistema nervoso central como o hipocampo, cortex pré-frontal e estriado.
O hipocampo € uma estrutura com predominancia do sistema glutamatérgico. O uso
de antagonistas de receptores NMDAR, por infusdo no hipocampo, demonstra que
essa estrutura se relaciona diretamente com o processamento e consolidacdo da
memoria, ligando-se as regides peririnal e entorrinal (via perfurante) (POUZET et al.,
2004; GU et al., 2017). Além do hipocampo, as fases de aquisi¢do e consolidacao da
memoria se associam com o estriado e cortex pré-frontal. No estriado, a dopamina
exerce importante papel modulador do aprendizado e comportamentos de
recompensa (EAGLE et al., 1999). No cortex pré-frontal ressaltam-se os sistemas
glutamatérgico, colinérgico e dopaminérgico na modulacdo da memoria de trabalho
(ROMANIDES; DUFFY; KALIVAS, 1999; HIRONAKA et al., 2001).

1.2.1 Potencial de longa duracao (LTP), aprendizado e memdéria

O LTP é um potencial despolarizante de alta frequéncia que aumenta a
liberacdo de glutamato no neurdnio pré-sinaptico, induzindo a remoc¢éao dos ions Mg*
dos NMDARr no terminal pos-sinaptico. Com isso ocorre o aumento do influxo de Na*
e Ca’* e efluxo de K*, gerando um efeito despolarizante (Figura 3). O LTP é avaliado
como sendo a base da formacdo da memdria e do aprendizado, juntamente com a
depressdo de longa duracdo (LTD). O LTP se divide em trés etapas, inducéo,
expressao e transducado, que mantém os efeitos por meio de uma cascata de eventos
predominantemente pos sinapticos (VOLIANSKIS et al.,, 2015). Esses eventos se
relacionam com o processamento da memoria e aprendizado, bem caracterizado nos
neurdnios da via colateral de Schaffer, CA3-CA1 (LUSCHER; MALENKA, 2012).
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Figura 3 - Efeito despolarizante do LTP no neurdnio pds-sinaptico
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Fonte: Autoria propria.

Formacdo do LTP: potencial despolarizante de alta frequéncia aumenta a liberacdo de
glutamato e remove o Mg* dos NMDARr no terminal pos-singptico. Glutamato se liga aos
NMDARr e aumenta o influxo de Ca?* e Na* e efluxo de K*, depolarizando o neurdnio pos-
sinaptico. Ativacdo dos AMPAR, com influxo de Na* e efluxo de K* Com o potencial de alta
frequéncia, ocorre inibicdo da liberacdo de GABA e bloqueio dos receptores GABA no terminal
pos-sinaptico. O aumento da excitabilidade p6s-sinptica da origem ao EPSP.

1.2.1.1 Fase de induc¢éo do LTP/LTD

O potencial originador de LTP se caracteriza por ser localizado e nao
difuso, além de sua permanéncia por um longo periodo (ANDERSEN et al., 2007). Os
NMDAR séo os receptores mais envolvidos com a inducéo do LTP, porém, nem todas
as fibras o requerem para isso. Como as fibras musgosas que séo projetadas do giro
denteado para CA3, aqui, no entanto, nos focaremos no processo de inducdo do LTP
verificado nos neurdnios da via colateral de Schaffer.

Os NMDARr sao canais dependentes de voltagem, sendo bloqueados por
fons Mg?* e modulados por estimulos elétricos de alta frequéncia, a saida do Mg?* é
estritamente dependente desses impulsos, a medida que ao cessa-los, o canal volta
a ser bloqueado (NOWAK et al., 1984; BLOODGOOD; SABATINI, 2007). Com a

retirada do ion Mg?*, ocorre a ligacdo com o glutamato e o influxo de Ca?* e Na*, e
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efluxo de K*, no neurbnio pds-sinaptico, dando sequéncia ao processo de
despolarizacdo do LTP (MCGUINNESS et al., 2010).

A ativagcdo de receptores ionotropicos glutamatérgicos de uma forma geral
esta ligada ao efluxo de K*, indutor da despolarizacéo pés sinaptica (DINGLEDINE et
al., 1999). Os AMPAR séo responsaveis por uma rapida sinalizagéo sinaptica, sendo
ativados mesmo por potenciais com baixa frequéncia. Estes receptores promovem o
influxo de Na* e efluxo de K* (LIU; ZUKIN, 2007).

A densidade de receptores ionotropicos pds-sinaptica € mediada por
proteinas ligadas aos AMPAR, como as proteinas AMPAR regulatorias transmembrana
(TARP) e a proteina que interage com a C quinase 1 (PICK1), relacionadas com o
aumento da expressdo dos receptores, atuantes na modulagdo da plasticidade
sinptica (ELIAS; NICOLL, 2007; BLAKELY; EDWARDS, 2012).

A ativacdo dos NMDAR é tida como dependente de multiplos inputs de
potenciais de alta frequéncia para formacéo do LTP e de baixa frequéncia para o LTD.
Isso se relaciona a necessidade de mais de uma fonte de potenciais excitatorios,
removendo o Mg2+ e permitindo a abertura do receptor, e desencadeamento do
potencial excitatorio pds-sinaptico (EPSP). Essa condicdo tem caracteristica
neuroprotetora, uma vez que impede inputs isolados de gerar alteragdes de longa
duracdo (VOLIANSKIS et al., 2015).

Em potenciais de alta frequéncia os GABA-Br sdo auto ativados pelo
GABA, no proprio interneurdnio, processo de autoregulacao, inibindo em sequéncia
GABA-Ar e GABA-BRr envolvidos no potencial inibitorio pdés-sinaptico (IPSP) (DAVIES;
DAVIES; COLLINGRIDGE, 1990). Com o aumento da concentracdo de K*
extracelular, contribuindo para a despolarizacdo pds-sinaptica, ocorre também uma
reducado da resposta de GABA-ARr (DAVIES; COLLINGRIDGE, 1993).

Por sua vez, potenciais de baixa frequéncia apenas induzem o EPSP via
AMPAR, mas néo é capaz de retirar o bloqueio por Mg?* dos NMDAR, induzindo a um
EPSP mais prolongado. Esse potencial de baixa frequéncia soma-se a outros
potenciais para atingir o limiar necessario para ativacdo dos NMDAR, porém com
menor influxo de Ca?* (VOLIANSKIS et al., 2015).

Quando muitas fibras sdo ativadas simultaneamente por potenciais de
baixa frequéncia, o EPSP é regulado pela inervacao de interneurénios GABAérgicos,
induzindo um potencial inibitorio pos-sinaptico (IPSP) através da abertura de canais

de CI', levando a hiperpolarizacédo do neurdnio pos-sinaptico. Este potencial inibitorio
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hiperpolariza o neurénio pés-sinaptico e impede que ions Mg?* sejam removidos dos
NMDAR, regulando a o EPSP (VOLIANSKIS et al., 2015).

Por outro lado, se alguns potenciais de baixa frequéncia forem somados
pode haver a abertura dos NMDAR, com um baixo influxo de Ca?*. Isso se relaciona
com a formacao do LTD (BAEZ; CERCATO; JERUSALINSKY, 2018). Outra forma de
inducdo do LTD, que o difere do LTP, é o tempo de pico de frequéncia entre o neurbnio
pré-sinaptico e pds-sinaptico, caso ambos estejam prontos no momento do pico, um
LTP é gerado, no caso de falha, um LTD é gerado. Isso é traduzido pelas condicbes
fisioldgicas e ambientais que desencadeiam os picos (DAN; POO, 2006; CAPORALE;
DAN, 2008).

1.2.1.2 Fases de expressao e transducédo do LTP/LTD

O aumento da concentracdo de Ca?* intracelular no LTP pela abertura do
canal de NMDAR (influxo de Ca?* e Na* e efluxo de K*), na espinha dendritica, ativa a
calmodulina dependente de quinase Il (CaMK Il). A ativacdo da CaMK Il se relaciona
com a fosforilagdo de subunidades de AMPAR, aumentando o influxo e efluxo de ions
pelo canal (BENKE et al., 1998). Outras quinases também sdo ativadas, como a
proteina quinase dependente de cAMP (PKA), proteina quinase C (PKC), tirosinas
quinases e quinases dependentes de mitdgeno (MAPK) (MULKEY et al., 1994;
SALTER; KALIA, 2004; SWEATT, 2004).

Essas quinases irdo atuar no processo de sinalizacéo celular para sintese
proteica, modulando a espinha dendritica onde o LTP ocorreu e a plasticidade
sinaptica. Induzindo o aumento da largura da espinha dendritica, pelo aumento da
quantidade de proteinas ancoradoras de AMPAR, assim como o0 humero de espinhas
dendriticas, com o aumento da indugdo de LTP (TONI et al., 1999, 2001; LUSCHER
et al., 2000).

Quando, por outro lado, ocorre um menor influxo de Ca?*, devido a
potenciais com baixa frequéncia e menor abertura de NMDAR, € desencadeado o
processo de LTD. Esse processo também ativa enzimas, porém, elas requerem menor
concentracdo de Ca?* na espinha dendritica pés-sindptica. Elas sdo baseadas em
fosfatases, como a calcineurina (uma calmodulina dependente de fosfatase) e a

proteina fosfatase 1 (PP1l), mais sensiveis a baixas concentracbes de calcio
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intracelular (MULKEY; HERRON; MALENKA, 1993; MULKEY et al., 1994; CARROLL
et al., 2001).

Essas duas fosfatases parecem estar relacionadas com a fosforilacao de
AMPAR, semelhantemente ao que ocorre no LTP. Porém, a repeticdo da formacéo de
LTD parece se relaciona com a ativacdo da via das caspases, por dano mitocondrial
e ativacdo da caspase 3 (LI et al.,, 2010) e reducédo da superficie da fenda pos-
sinptica (KASAI et al., 2010).

1.2.2 Mem©éria de trabalho

O termo memdria de trabalho foi cunhado originalmente para abordar a
memoria de execucao de tarefas. Essa memaria era essencialmente evocada para a
execucao de tarefas em paralelo ou manter informacdes disponiveis por um breve
espaco de tempo disponiveis (MILLER; GALANTER; PRIBRAM, 1960).

O processo de atencao e a exposicao a objetos ou ambientes novos fazem
parte do inicio deste estimulo. A coordenacdo da recepcdo e armazenamento
temporario da informacéo parece estar associada ao coértex pré-frontal, enquanto a
seletividade da atencédo ao cortex parietal superior (ERIKSSON et al., 2015). O cértex
parietal superior pode ser dividido em trés regides relacionadas a memaria de trabalho
e vinculadas a agles especificas. O lado direito se associa mais as tarefas
relacionadas ao espaco ao redor, o lado esquerdo se associa a tarefas e estimulos
verbais, enquanto a regido ventral se relaciona com a linguagem (KOENIGS et al.,
2009).

O estriado por sua vez se relaciona a esse processo atuando como gatilho
do cortex pré-frontal, regido pela liberacdo de dopamina, controlando quais memorias
devem ser mantidas e quais atualizadas (FRANK; O’'REILLY, 2006).

A dopamina é um neurotransmissor sintetizado a partir de L-3,4-
diidroxifenilalanina (L-DOPA), oriunda da acdo da tirosina descarboxilase sobre a
tirosina, pela acdo da enzima descarboxilase dos aminoacidos L. A dopamina pode
sofre a acdo das enzimas catecol O-metiltransferasa (COMT), sendo convertida em
3-metoxitiramina (3 MT), ou da monoamina oxidase (MAO), sendo convertida em
acido 3,4 dihidroxifenilacético (DOPAC). Ambos, 3 MT e DOPAC, podem ser
degradados em acido homovanilico (HVA) pelas enzimas MAO e COMT (RANG et al.,
2008).
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A maioria dos receptores de dopamina se encontra fora da regido sinaptica.
Na regido do cortex pré-frontal a dopamina atua principalmente sob receptores D1 (D-
1Rr), e em menor quantidade em D-2r, fora da regido sinaptica. Por outro lado, na area
do estriado, existe uma maior expressao de D-2r, localizados na fenda pos sinaptica
e fora da regido sinaptica (CARLSSON et al., 2001; ARNSTEN; WANG; PASPALAS,
2015). A dopamina exerce uma funcdo auto regulatoria, uma vez que seus receptores
pré sinapticos D-2r atuam modulando a quantidade de dopamina na fenda e
possibilitando a agdo das enzimas MAO e COMT, bem como a receptacdo por um
transportador de dopamina (DAT) (CRAGG; RICE, 2004).

A regulacdo das concentracdes de dopamina nas fendas sinapticas do
cortex pré frontal podem ser moduladas por aferéncias GABAérgicas de circuitos
neuronais proximos (como do estriado). O glutamato por sua vez, também atua sobre
0s neurdnios dopaminérgicos por aferéncias do cortex frontal e pré-frontal. O aumento
de glutamato induz os neurénios dopaminérgicos VTA, a liberarem mais e recaptarem
menos dopamina, estimulando também interneurénios GABAergicos, que promovem
em seguida uma downregulation da liberacdo de dopamina, downregulation da
liberacdo de dopamina (CARLSSON et al., 2001).

1.3 Hipocampo e memoaria

O hipocampo € uma pequena estrutura do Sistema Nervoso Central
relacionada com a memoéria, cognicdo, aprendizado e navegacdo espacial. E
composto de quatro areas denominadas de cornu de Ammonis (CA), CAl, CA2, CA3
e CA4 (hilo), e giro denteado. Essas regides séo formadas por basicamente dois tipos
de neurbnios, os piramidais e granulares (DAUGHERTY et al., 2016; ABUHASAN,;

SIDDIQUI, 2019).

A regido do giro denteado (GD) é formada pela camada molecular e por
uma camada de células granulares, fazendo fronteira com o hilo, permeado pelas
fibras musgosas neuronais. Nas regides CA1l a CA3 predominam células piramidais,
os interneurénios, de caracteristica predominantemente inibitéria e GABAérgicos. A
formacdo em cadeia dessas regides gera um circuito unidirecional de sinalizacéo
(AMARAL; LAVENEX, 2007).
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A formacdo da memdria esta intimamente associada aos LTP. Esses
potenciais induzem respostas de longa durac¢éo no neurénio pés-sinaptico, produzindo
também alteragdes estruturais como ja abordado anteriormente. Um dos principais
mecanismos pelos quais o LTP induz alterac¢des significativas e mesmo a modulagao
da plasticidade sinaptica é o aumento do influxo de Ca?* intracelular.

Um dos agentes reguladores da homeostase do Ca?*, além das quinases
e fosfatases abordadas anteriormente, é a taurina. A taurina esta presente em todos
os tecidos do corpo humano, com ac¢les especificas a nivel de SNC. Sua acéo
neuroprotetora tem sido estudada; achados envolvendo interacées com a modulacao
do volume do corpo celular (LAMBERT, 2004) e metabolismo do Ca?* (EL IDRISSI,
2008a), levam a diversas aplicacdes junto as células do SNC como neurotransmissor,
a taurina atua ainda como agonista de GABARr e receptores de glicina (Glyr)
(ALBRECHT; SCHOUSBOE, 2005). Sua acao inibitoria tem sido relacionada com
melhoras nos processos de memoria e aprendizado (EL IDRISSI, 2008b; NEUWIRTH,;
VOLPE; EL IDRISSI, 2013).

Duas vias principais caracterizam a sinalizagao unidirecional relacionada
ao LTP. A via trissinaptica e a via dissinaptica. A via trissinaptica leva esse nome
devido sua interacdo entre trés areas distintas, as células granulares do giro denteado
(GD) recebem a informacéo, pela via perfurante do cortex entorrinal, e se comunicam
com os neurdnios piramidais de CA3 pelas fibras das células musgosas neuronais. O
ultimo elo dessa via é feito pela via colateral de Schaeffer, atingindo a zona de CAl
(Figura 4) (AMARAL; WITTER, 1989).

Por sua vez, a via dissinaptica é mais simples e envolve a participacao de
CA2, onde estes neurdnios piramidais recebem poucas aferéncias do cortex entorrinal
e enviam estimulos excitatorios para a zona de CA1 (CHEVALEYRE; SIEGELBAUM,
2010).
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Figura 4 - Visao geral do hipocampo de um camundongo e esquema da via de

sinalizacao trissinaptica hipocampal
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Fonte: Adaptada de Neves, Cooke e Bliss (2008).

Esquema grafico demonstrando o cérebro do camundongo adulto visdo superior, imagem
(a). Feito o corte em microtomo a distancia de 2mm do bregma com fixacdo em TissueTek,
obtém-se a imagem (b), com representacéo gréafica na imagem (c). A imagem (d) mostra
o corte histol6égico corado com azul de toluidina, apresentando as areas CA1-CA3, hilo e
GD. Na imagem (d) é demonstrada a via de sinalizag&o trissinaptica com a via perfurante
oriunda do cdrtex enterorinal, ligagdo das fibras musgosas de GD com CA3 e ligagao de

CAZ3 através da via colateral de Schaeffer até CA1

A navegacao espacial, associada a formacdo de memoria, é relacionada
com pontos chave do trajeto entre neurdnios. De forma que novos pontos formam um
novo trajeto. Ou seja, 0 aprendizado ocorre pela formacédo de caminhos conhecidos,
novos caminhos sdo formados a partir da insercdo de um novo elemento (LISMAN et
al., 2017).

Mesmo o comportamento exploratorio é influenciado por esse sistema de
aprendizagem, impelindo a exploracéo e ao conhecimento do novo ambiente. O uso
no futuro de informacdes adquiridas no passado pode resgatar essa memoaria
parcialmente, mas forma uma nova memoria a partir das novas percepc¢des do
ambiente. Isso é bem percebido em testes de comportamento com a vertente reversa
(LEE; NADER; SCHILLER, 2017), consolidacdo de memoria (DONGAONKAR et al.,
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2013), atualizacdo de memoria (HUPBACH; GOMEZ; NADEL, 2009) e aprendizado
integrado (SCHLICHTING; PRESTON, 2015).

A comunicagdo entre neurbnios, ocorre por mensageiros, 0S
neurotransmissores. Estes séo alterados em resposta a estimulos externos e internos.
Estresse, maturacdo bioldgica, aprendizado, sdo apenas alguns pontos onde a
modulacdo dos neurotransmissores € realizada, e por sua vez modula o tipo de
resposta celular final e a formacdo de memodria (Tabela 1) (PALACIOS-FILARDO;
MELLOR, 2019).



Tabela 1 - Principais neurotransmissores que atuam na memoaria
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Neurotransmissor Sintese Receptores Funcbes Referéncias
Glutamato Sintetizado a partir da acdo Receptores metabotrépicos Papel crucial nas transmissdes sinapticas (BROSNAN;
da enzima glutaminase, (MGLUR) acoplados a proteina G rapidas e na potenciacéo de longo prazo, BROSNAN,
sintetizada nas (GPCRs), com 7 dominios exercendo papel de substrato molecular 2013; CRUZAT
mitocOndrias, sobre a transmembrana (respostas mais lentas, relacionado a aprendizagem e memoria. et al., 2018;
glutamina captada no propagando sinais de aumento ou Uma parte do glutamato sintetizado é WALKER; VAN
terminal pré-sindptico ou a reducdo da excitabilidade celular. utilizada ao se ligar nos receptores, outra DER DONK,
partir da transaminacdo do Receptores ionotrépicos (IGLUR) porcao é recaptada, principalmente pelas 2016).
a-cetoglutarato presente no NMDA (canais ibnicos permedveis a células gliais, onde é reconvertido em
ciclo de Krebs. Ca2+) e receptores Nao-NMDA (AMPA glutamina pela enzima glutamina-
e Cainato), os quais geram potenciais sintetase. O glutamato est4 associado ao
de acdo que sdo necessarios para a aprendizado e a memdria por repeticao
abertura dos receptores NMDA. Dentre possivelmente, tendo como via principal
os receptores NMDA, GIuN1, GIuN2A e os receptores GIUN1. No hipocampo, as
GIuN2B sao os subtipos mais comuns células granulares e piramidais, sé&o
nas areas do hipocampo e cortex pré- glutamatérgicas de acéo excitatoria.
frontal.
GABA E sintetizado a partir daacdo Receptores ionotropicos, GABAA e O GABA e relacionado a (AHNERT-
das enzimas glutamato GABAC, majoritariamente inibitérios, neurotransmissdo quando sintetizado HILGER; JAHN,
descarboxilase, GAD65 e atuam promovendo uma pela GAD65, ou atua como agente 2011;
GAD67, convertendo hiperpolarizagéo celular quando sinaptogénico e protetor contra lesdes HORTNAGL et
aminoacidos excitatérios em ativados, pela abertura de canais CL-. neurais, quando sintetizado pela GAD67, al., 2013;
GABA a partir da interacdo Receptores metabotropicos, GABAB, além de promover o crescimento de OLSEN;
com a Vitamina B6 ativa. também inibitérios, atuando na ativagdo neuritos por vias dependentes de Ca2+. DELOREY,
de canais de K+ e bloqueio de canais Os receptores ionotrépicos GABAA sdo 2015).
Ca2+ 0s mais encontrados no hipocampo tendo
suas subunidades espalhadas em toda
regido. Suas subunidades a2 e a3 sao
mais concentradas nas sinapses,
enquanto a4 e a5 sdo mais expressas na
regido extrasinaptica
Glicina E sintetizada a partir da Os receptores de Glicina também sdo Metade das respostas inibitérias da (ZHANG et al.,
serina, pela a¢do da serina canais de CL-, semelhantes aos medula espinhal possuem a glicina como 2008a).

hidroximetiltransferase.

receptores GABAa. Permitindo a

neurotransmissor. No hipocampo, o



35

Dopamina

Acetilcolina

Apbs sintetizada, é
transportada para vesiculas
sinapticas pelos mesmos
transportadores vesiculares
gabaergicos.

A sintese dopaminérgica se
da a partir de uma cadeia de
reacdes enzimaticas.
Inicialmente se forma
DOPA, pela hidroxilagcdo da
Tirosina. Por sua vez DOPA
€ descaboxilado pela acéo
da enzima DOPA-
descarboxilase  formando
por fim, a Dopamina como
produto final.

E sintetizada a partir da
Acetil-CoA e da colina, ao
sofrerem a acdo da enzima
colina-acetiltransferase.
ApoOs a sintese, é captada
por transportadores
vesiculares de Ach. Apoés
enviar a resposta a partir de
seus receptores, é
degradada pela
Acetilcolinesterase presente
na fenda sinaptica.

entrada de ions CL- e promovendo uma
despolarizacéo celular, com
consequente resposta inibitéria.

Os receptores dopaminérgicos sao
membros da famillia dos receptores
acoplados a proteina G. Sendo eles D1,
D2, D3, D4 e D5. D1 e D5 agem a partir
da adenilciclase, aumentando a
disponibilidade de AMPc intracelular, ja
os receptores D2, D3 e D4, agem
inibindo essa reacgéo.

Os receptores colinérgicos podem ser
ionotrépicos ou metabotrépicos. Sendo
0s ionotrépicos denominados
receptores nicotinicos, canais ibnicos
dependentes de ligante Na+. Os
metabotrépicos, receptores
muscarinicos sao acoplados a proteina
G, sendo denominados de M1a M5. M1,
M3 e M5, agem via proteina Gq, com
respostas excitatorias, ja os receptores
M2 e M4 agem via proteina Gi, com
resposta inibitéria.

transportador GlyT1 é  expresso
principalmente em neurdnios e astrocitos
de sinapses glutamatérgicas, quando
bloqueado pode facilitar a plasticidade
sinaptica. O papel da glicina ¢é
guestionado, pela pouca expressdo de
seus receptores especificos, sendo ainda
pouco conhecido seu papel sobre a
memoria.

De modo geral, a dopamina regula
movimentos corporais, atencao,
motivacdo, reforco, satisfacdo e
recompensa. No hipocampo, essa
monoamina afeta reacdes neurais
relacionadas a plasticidade, como a
formacao de memédrias de situacdes ndo
usuais, ou seja, aquelas que nado estao
presentes no cotidiano. Além disso, a
liberagdo dopaminérgica advinda das
fiboras noradenérgicas presentes no
Locus Ceruleo, esta ligada formacéo de
memodria.

Além de estar presente nas sinapses
entre nervos e musculos esqueléticos e
cardiacos, e controlar algumas func¢des
do SNparassimpatico, a acetilcolina
(ACh) é um neurotransmissor
diretamente relacionado ao aprendizado
e memodria, atuando no hipocampo como
modulador da plasticidade neuronal, ao
ativar principalmente receptores
muscarinicos (M1) acoplados a proteina
G.

(KENTROS et

al., 2004;
LISMAN;
GRACE, 2005;
MCNAMARA et
al., 2014;
ROSEN;
CHEUNG;
SIEGELBAUM,
2015).

(BEAR;
CONNORS;
PARADISO,
2016).

Fonte: autoria propria
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1.3.1 Funcéo da acetilcolina na formacéo de memoéria

A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor diretamente relacionado ao
aprendizado e memoria. Em resposta a estimulos ambientais, fibras colinérgicas da
area de Broca lancam ACh no hipocampo. O bloqueio de receptores colinérgicos esta
diretamente relacionado com a reducao da capacidade de aprendizado (HANGYA et
al., 2015; TELES-GRILO RUIVO et al., 2017). A atuacéo da ACh ocorre pela ativagcéo
de receptores nicotinicos e muscarinicos (M1) acoplados a proteina G, atuando junto
aos LTP, moduladores da plasticidade neuronal (PALACIOS-FILARDO; MELLOR,
2019).

Um dos receptores colinérgicos mais associados a modulagdo da
plasticidade neuronal € o M1R, atuando pela despolarizacdo pds-sinaptica e a maior
expressdo dos NMDAR, aumentando a excitabilidade celular pela inibicdo dos canais
de K* e ativacdo dos canais de Ca*™ (BUCHANAN et al., 2010). Como efeito regulador
da neuroexcitabilidade, a ACh também promove a excitagcdo de interneurénios,
aumentando a liberacdo de GABA, porém esse mecanismo ainda nao foi totalmente
esclarecido (TANG et al., 2011).

Na zona CAl a ACh tem acédo potenciadora da via colateral de Schaefer,
ligando CA1 a CAS3, pela ativagao de receptores nicotinicos (a7 ou nao-a7) nos
neurdnios piramidais e interneurdnios GABAérgicos (LEAO et al., 2012). Porém essa
via ndo € plenamente aceita, isso ocorre devido a acdo tempo dependente da ACh,
sendo relacionada a razdo tempo de estimulo colinérgico e tempo de estimulo
glutamatérgico em CAl (GU; YAKEL, 2011). No giro denteado, a ACh é relacionada
a ativacdo astrocitaria (PABST et al., 2016) e aumento do potenciacdo de longo termo
pela ativacao de receptores muscarinicos (WELSBY; ROWAN; ANWYL, 2009).

Ham e Yakel (2017), citam quatro formas pelas quais a ACh atua
modulando a memoéria, das quais trés delas estdo destacadas. A primeira delas € que
afeta apenas a memoria de aprendizado dependente do hipocampo, memoaria
declarativa, de episddios ou de sequéncia de eventos, por sua vez ndo afetando a
memoéria de procedimentos, acdes (VON LINSTOW ROLOFF et al., 2007; HAAM;
YAKEL, 2017).

A acdo da ACh esta diretamente relacionada a liberacdo de GABA e
glutamato pelos neurdnios colinérgicos, ou seja, ndo se tem uma clara percepc¢éao de

qual real acdo de cada um. Dessa forma, resultados de estudos com foco nas
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vesiculas de ACh (PRADO et al., 2017) ou com o uso de antagonistas de receptores
de ACh (VON LINSTOW ROLOFF et al.,, 2007) foram distintos daqueles que
investigaram o0 uso de neurotoxinas especificas para neurdnios colinérgicos (CAl,
GIBBS; JOHNSON, 2012).

O estimulo ambiental sensorial €, inicialmente captado pelo cortex e
enviado ao hipocampo, onde a memaria temporaria é codificada e transferida de volta
ao cortex para o armazenamento de longo prazo, consolidacdo (CHROBAK; LRINCZ;
BUZSAKI, 2000). Desse modo, a terceira forma postulada de modulagéo da ACh na
memoria é pela sua maior atuacao na fase de codificacdo, com a presenca de maiores
niveis de ACh no hipocampo durante esse estagio do que na fase de consolidacao da
memoéria (HASSELMO; MCGAUGHY, 2004). Corroborando com a afirmacao, foi
observado que a escopolamina, um antagonista de receptores muscarinicos,
promoveu um prejuizo na codificacdo da memoaria, porém sem efeitos na memoéria
previamente consolidada quando administrada em ratos wistar, enquanto a
administracdo de fisostigmina, inibidor de acetilcolinesterase, promoveu uma
consolidacdo de memoéria deficitaria (NEWMAN; GOLD, 2016; KUKOLJA; THIEL;
FINK, 2009).

1.3.2 Papel do glutamato na formacédo da meméria

Os receptores para glutamato podem ser, de uma forma geral divididos
como receptores AMPAR, NMDARr e kainato. O LTP dependente dos receptores
glutamatérgicos € a forma mais conhecida de transmissdo sinaptica, diretamente
relacionada com o aprendizado. Os NMDARr sdo normalmente bloqueados por ions
magnésio, sendo desbloqueados por estimulo via despolariza¢éo celular por ligacdes
com AMPARr. Os NMDARr sdo 0s mais comuns em neurbnios glutamatérgicos, sendo
divididos em di e triheterométrico a depender da combinacdo de subunidades
presentes (PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013; KUMAR, 2015). Desses subtipos, 0s
GIuN1, GIuN2A e GIuN2B séo os mais comuns nas areas do hipocampo e coértex pré-
frontal, regibes relacionadas as fungbes cognitivas (PAOLETTI; BELLONE; ZHOU,
2013; SANZ-CLEMENTE; NICOLL; ROCHE, 2013).

A reducdo da expressao dessas subunidades esta relacionada com
prejuizo na plasticidade neuronal e ativacdo da LTD, bem como seus aumento se

relaciona com eventos de aprendizado e requisicdo de memoaria. A expresséo delas
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pode ser afetada por tratamentos com corticosterona (TSE et al., 2011) e condi¢cbes
patolégicas como o Alzheimer (DINAMARCA; RIOS; INESTROSA, 2012) e o
Parkinson (LOOPUIJT; SCHMIDT, 1998).

Desses receptores, 0os GluN1 e GIuN2A parecem estar mais relacionados
com o aprendizado. Em estudo com a exposi¢cao de animais a ambientes novos, como
campo aberto (BAEZ et al., 2013) e labirinto aquatico de Morris (CAVALLARO et al.,
2002), houve aumento da expressao desses receptores logo apdés a sessao, com
retorno aos niveis do grupo controle cerca de 90 minutos apés o fim do teste. Em
estimulacdo prolongada, de 10 dias, em labirinto radial, foi encontrado aumento da
expressao de GIuN1 e GIuN2B no hipocampo e GIuN1 e GIuN2A no coértex pré-frontal,
seis horas ap6s a estimulacdo (SHANMUGASUNDARAM et al., 2015). Porém, a
superexcitacdo de receptores GIUN2B tem sido associada a vias de sinalizacao de
apoptose (LIU et al., 2007).

1.3.3 Papel do GABA e glicina na formacdo de memoaria

Interneurbnios sdo encontrados em todo tecido hipocampal, sendo os
principais deles GABAérgicos, atuando como moduladores inibitérios. Os receptores
ionotrépicos GABA-Ar sdo 0s mais encontrados no hipocampo tendo suas
subunidades espalhadas em toda regido (HORTNAGL et al., 2013). Suas
subunidades a2 e a3 sdo mais concentradas nas sinapses, enquanto a4 e a5 sio
mais expressas na regido extrasinaptica (KASUGAI et al., 2010). Nos dendritos de
CA1, a1 se encontra mais expressa na regiao distal de dendritos e a2 na porgao inicial,
atuando como reguladores do potencial de acdo (PRENOSIL et al.,, 2006; KERTI-
SZIGETI; NUSSER, 2016).

A subunidade a2 presente no giro denteado e CA3 se relaciona com o
aprendizado do medo (ENGIN et al., 2016), enquanto a5 possui baixa expressao
apenas no giro denteado e se relaciona com o controle da inibicdo fasica,
principalmente quando existe alta concentracdo de GABA (GLYKYS; MANN; MODY,
2008; ZARNOWSKA et al., 2009). A subunidade a5 também se relaciona com a
inducdo do LTP na regido ventral do hipocampo, regido mais relacionada com a
formacdo de memoria de longa duracdo (POFANTIS; PAPATHEODOROPOULOS,
2014).
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Animais nocautes em a5 apresentaram prejuizo cognitivo no aprendizado
pelo labirinto aquético de Morris (ENGIN et al., 2015), bem como modelos de inibicdo
desse receptor por inibidores especificos apresentaram déficit cognitivo (RUDOLPH,;
MOHLER, 2014). Além disso, apds testes de memoria e aprendizado foram
percebidos aumentos na expressao das subunidades a5 e a1, demonstrando uma
possivel interacdo deles no processo de aprendizado (GHAFARI et al., 2017).

Por sua vez, a inibicdo da subunidade a2 em neurdnios piramidais de CA1
melhora o aprendizado de medo em testes de condicionamento de medo (MODOL;
DARBRA; PALLARES, 2011) e esquiva passiva (ENGIN et al., 2016). J& a reducéo
dela no giro denteado promove uma melhora na reacdo nos testes de reconhecimento
de novos objetos (FAN et al., 2013) e memaria espacial (ENGIN et al., 2015, 2016).

A glicina € um neurotransmissor inibitério de ampla acdo no SNC, sua acao
no hipocampo € questionada devido a baixa expressao de receptores especificos. O
receptor de glicina presente no hipocampo é o Glyr, porém, além de se ligar a ele, a
glicina pode se ligar a NMDARr e reduzir a expressdo de receptores GABAa, tendo
atuacao no controle excitatorio/inibitorio (LI; XU, 2002; ZHANG et al., 2008b).

Animais nocautes para presenca de transportadores de glicina (GlyT1 e
GlyT2) em neurbnios glutamatérgicos apresentaram efeitos diversos na regulacao
sinaptica, com prejuizos motores e da musculatura respiratoria (GOMEZA et al.,
2003a, 2003b). No hipocampo, o transportador GlyT1 é expresso principalmente em
neurdnios e astrocitos de sinapses glutamatérgicas, quando bloqueado podem facilitar
a plasticidade sinaptica (ZHANG et al., 2008a).

1.4 A interacdo do MeHg com o metabolismo lipidico

Alguns estudos vém abordando a toxicidade do MeHg como agente pro-
aterosclerotico. Aumento da presséo arterial (PA), glicemia, triacilglicerois e colesterol
total, sdo alguns parametros associados a intoxicagao por MeHg em achados recentes
(BARROS, 2017; LACERDA LEOCADIO et al., 2020).

Quando comparados os efeitos experimentais da intoxicagdo por 20mg/L
de MeHg por 21 dias com os do consumo de uma dieta com 62% de lipideos por 40
dias, percebeu-se o aumento da PA, dislipidemia e reducdo da atividade da
paraoxanase no grupo intoxicado (LACERDA LEOCADIO et al., 2020). Efeito

semelhante foi relatado em residentes de Minamata expostos a contaminacao por
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MeHg. Conforme relatado por Inoue et al., (2012), e Yorifuji et al., (2010), individuos
residentes em Minamata intoxicados com MeHg tiveram sintomas de hipertenséo
arterial, dislipidemia e aterosclerose.

O aumento nas concentracdes séricas de colesterol total se relaciona com
0 metabolismo hepatico dos lipideos. Com o aumento das concentracdes séricas de
colesterol, ocorre uma maior ativacao da via de transporte reverso. Essa via tem como
molécula carreadora a fragdo HDL, através da ligacdo de apo A1 com moléculas de
colesterol oriundas das células dos tecidos para o figado (LIMA; CARVALHO; SOUSA,
2007). A lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) atua no processo de esterificacao
do colesterol, tornando a molécula de HDL mais esférica, mantendo um nucleo
lipidico. Essa molécula de HDL modificada sofre com a acdo da enzima lipase
hepética e entra no tecido hepatico por ligantes especificos, como o receptor de
sequestrador classe B tipo 1 (SR-B1) para iniciar o ciclo hepatico do colesterol (LIMA;
COUTO, 2006).

O MeHg induziu, no estudo de Lacerda Leocadio et al., (2020), a aumento
da expresséo génica de LCAT e reducao da expressao de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA redutase (HMG CoAr) no figado, podendo indicar uma autorregulacdo do
organismo. Uma vez que 0s animais apresentaram altas concentracdes séricas de
colesterol, houve maior expressdo da LCAT, pelo maior transporte reverso e menor
sintese de colesterol pela acdo da HMG CoAr sobre a HMG CoA, precursora na
génese do colesterol.

Outros estudos corroboram com o aumento de marcadores de risco
cardiovascular em individuos contaminados por MeHg. Estudo realizado pela
Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo Coreana, com 3951 adultos, demonstrou
aumento nos niveis séricos de colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL-
C) (CHO, 2017). Raymond et al., (2016), também demonstraram essa correlacdo em
pescadores norte-americanos com mais de 50 anos. De forma semelhante, Zhang et
al., (2018), demonstraram a relacdo da intoxicacdo por MeHg e o aumento de
colesterol total em 1129 adolescentes (12 a 19 anos).

O aumento da PA pode se relacionar com mais de um fator, a seguir serdo
apresentados trés fatores. O primeiro a ser destacado é o dano renal promovido pelo
MeHg. Moreira et al., (2012), ao administrar 40mg de MeHg/L na agua de beber de
camundongos C57BL6J por 28 dias, percebeu dano renal em analise histologica.

Demonstrando redug&o dos corpusculos renais e encolhimento dos glomérulos, além
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do aparecimento de vacuolos nas células do epitélio tubular. O dano renal pode por
sua vez estimular a atividade simpatica, através do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (DONG et al., 2015).

O segundo fator relacionado é a interagcdo do MeHg com a formacao de
placas de ateroma e regulacdo do metabolismo lipidico. No estudo de Lacerda
Leocadio et al., (2020), percebeu-se que o MeHg reduziu os niveis séricos de
paraoxonase (PONL1). Esta enzima est4 associada a reducdo de placas de ateroma,
reduzindo a oxidacdo de LDL e evitando dano vascular. A redugdo dos niveis séricos
de PON1 esta diretamente associada ao desenvolvimento de doenca cardiovascular
(MURILLO-GONZALEZ et al., 2020). A formacéo de placas ateroscleréticas apos a
intoxicagédo por MeHg (20mg/L por 21 dias) foi verificada mesmo sem a presencga de
uma dieta rica em lipideos. Os danos se localizaram tanto no arco aértico como na
aorta toracica, sugerindo que o MeHg pode estar associado a um dano endotelial.
Além do dano adrtico, o0 MeHg também provocou a formacgéo de areas de estenose
em carétidas, com dano significativo epitelial (SILVA et al., 2020). Esse dano
endotelial pode estar associado ao dano oxidativo, que promove reducdo da oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), aumentando a resisténcia periférica dos vasos e a
tensao local (ISLAM et al., 2016).

O terceiro elemento que pode se associar a alteracdes metabdlicas
promovidas pela intoxicacdo por MeHg € a alteracdo da microbiota intestinal e o
subsequente dano a barreira intestinal. Essa acdo deve ser destacada devido a
influéncia na absor¢céo de nutrientes e na protecéo contra infeccéo bacteriana (XIA et
al., 2019; ZHAO et al., 2020). Com isso, niveis mais elevados de lipopolissacarideos
(LPS) podem atingir o sistema nervoso, promovendo um estado de neuroinflamacgéo,
aumentando os niveis de citocinas pré-inflamatorias e levando a ativacdo de vias
apoptéticas (PINTO et al., 2020).

O LPS é um subproduto presente na membrana celular de bactérias Gram-
negativas, aumentando na circulagdo em casos de infec¢des bacterianas localizadas
(translocacdo) ou sistémicas, além de contaminacdo alimentar ou pela agua. O
aumento do LPS sérico estd associado a uma condicdo chamada de endotoxemia,
que por sua vez é ligada a doengas cronicas como Alzheimer, dislipidemias e sepse
(MUNFORD, 2016). Niveis mais elevados de LPS no sangue periférico também estéo
associados a reducao da neurogénese hipocampal em camundongos (VALERO et al.,
2014).
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1.5 Neurotoxicidade induzida pelo metilmercdario

Apds a absorcdo pelo trato gastrointestinal, o MeHg atinge a corrente
sanguinea, sendo também transportado por transportadores apicais como,
transportadores de anions organicos 1 (OAT 1), transportadores proteinas resistentes
a multidrogas 2 (MRP2) e transportadores de membrana de influxo (ABCC2)
(MADEJCZYK et al., 2007a; PRINCE et al., 2014a). Seu transporte € facilitado devido
a ligacado com a cisteina, formando o complexo MeHg-S-Cys e se ligando ao radical
tiol da cadeia B da hemoglobina, nos eritrécitos (KERSHAW; DHAHIR; CLARKSON,
1980; FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011).

Ao atingir o sistema nervoso central (SNC), o MeHg é transportado através
da barreira hematoencefalica (BHE) pelo transportador de L-aminoacidos 1 (LAT1)
presente nos astrocitos, componentes da BHE, e neurbnios. Parte dele é entéo
retirada do meio intracelular desses astrocitos e lancada no meio extracelular cerebral,
sendo absorvido por neurdnios e principalmente células da glia (Figura 5) (NI et al.,
2012).

A retirada do MeHg do meio intracelular se da pelos transportadores MRPs,
apos se ligarem a moléculas de glutationa (GSH), formando o complexo GSHgCH3
(Figura 6) (RUSH et al., 2012).

O comprometimento neuroldgico de intoxicados por MeHg ha algum tempo
€ alvo de muitos estudos e pesquisas. Estudos desenvolvidos com criancas expostas
ao organometal demonstraram atrasos no desenvolvimento neuroldgico, relacionando
os niveis de mercario com baixos indices na Escala de Desenvolvimento Infantil
Bayley (FILLION et al., 2013; COSTA JUNIOR et al., 2018).
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Figura 5 - Esquema grafico da entrada do MeHg no Sistema Nervoso Central atraves
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O Hg é depositado no leito de rios pela atividade mineradora ilegal e metilado por bactérias, se
acumulando no musculo de peixes e sofrendo acumulo por magnificacédo trofica. Apés entrar no
organismo humano pelo trato gastrointestinal, ele atravessa a membrana lipidica das células epiteliais,
componente lipofilico, atingindo a corrente sanguinea. Onde se liga com residuos de cisteina nos
eritrécitos. Apés atingir o SNC atravessa a BHE pelos transportadores LAT-1 dos astrécitos (PINTO,

2018).



Figura 6 - Esquema do efeito neurotéxico do MeHg no SNC
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O estresse oxidativo induzido por MeHg, Ca2+, quebra da homeostase glutamatérgica e sua
repercussao nos circuitos trisinaptico hipocampal. O metilmercurio (CH3Hg +; MeHg) inibe
a captacéo do glutamato liberado por astrécitos (i) além de provocar aumento na liberagao
(i), levando ao aumento de glutamato extracelular. Como consequéncia, ocorre uma
hipertativacao de receptors glutamatérgicos (NMDA) (iii). Levando ao aumento do influxo de
Ca2+ no neurbnio pos-sinaptico, promovendo uma cascata de ativagdo de vias pro-
apoptoticas. Além disso, o Ca2+ absorvido pela mitocdndria, pode gerar um desequilibrio
na cadeia transportadora de elétrons, com consequente aumento da liberagcao de EROs (v).
Este Udltimo evento também é estimulado diretamente pelo MeHg (vi). O aumento na
liberacdo de ERos (principalmente H202) pode reduzir a capacidade de captacdo do
glutamato, com consequente excitotoxicidade glutamatérgica (vii) (FARINA, ROCHA E
ASCHNER, 2011).

44
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1.5.1 Aumento de espécies reativas de oxigénio e inducdo de apoptose pela

intoxicacdo por MeHg

Uma vez no meio intracelular, o MeHg promove o aumento da expressao
de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) na membrana celular, aumentando o
influxo de cations como Ca?* e Na* (BROWN, 2010). O aumento da concentracéo de
Ca?* eleva a excitabilidade celular, aumentando a liberacdo de neurotransmissores,
como glutamato e GABA (ASCHNER et al., 1993; YUAN; ATCHISON, 1997b; ALLEN;
SHANKER; ASCHNER, 2001).

Por outra via citotéxica, o0 MeHg age promovendo a disfuncéo da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, induzindo a despolarizagdo da membrana e
rompimento, pelo aumento do influxo de ions como o Ca?* e o0 K*. essa agdo promove
o0 aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio
intracelular (LIMKE; ATCHISON, 2002; GARG; CHANG, 2006). Como forma de
reacdo a intoxicacdo por MeHg, aumenta no citoplasma a concentracdo de GSH,
promovendo a retirada do organometal do meio intracelular e se ligando as EROs,
gerando glutationa oxidada (GSSG). Esse mecanismo porém se mostra impactado
pela intoxicacdo por MeHg, uma vez que a sintese de Gpx fica comprometida, pelo
aumento da concentragdo de Ca?* intracelular e consequente maior sintese de 6xido
nitrico (ON) (KIM et al., 2007; FRANCO et al., 2009b; ISLAM et al., 2016).

Outro mecanismo pelo qual o MeHg promove prejuizo ao ciclo antioxidante
GSH-GSSG ¢ a inibicdo dos canais captadores de cistina (ASCHNER et al., 2000b;
ALLEN et al., 2002b), aminoacido que participa da sintese do GSH (YIN et al., 2016).

A administracédo oral de 1,5mg por dia de MeHg promoveu reducdo na
atividade de Gpx apds seis e oito semanas de intoxica¢do, porém com aumento da
atividade da catalase (FUJIMURA; USUKI, 2017). Aparentemente a administracao
oral promove uma acao reduzida e retardada sobre 0 momento da intoxicagao por
MeHg. Em estudo com dose Unica via intraperitoneal de 0,6 e 5,0 mg de MeHg/kg de
peso, camundongo com 4 dias de nascido, verificou-se aumento da imunomarcacao
para caspase 3 em neurbnios hipocampais (SOKOLOWSKI et al., 2011a).

O aumento da expressao de caspase 3 pelos neurdnios hipocampais esta
associado ao dano na membrana mitocondrial e liberacdo de citocromo C, além do
aumento da concentragado intracelular de Ca?*. Isso se comprova devido ao aumento

da razdo de Bax/Bcl2 percebida por Skolowski et al., (2011a).
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Bcl2 é uma proteina anti-apoptotica, que atua na membrana mitocondrial.
Desempenha um papel antioxidante, aumentando sua expressdao com o aumento de
EROs ou reducdo de GSH no citosol. O aumento da sua expressdo promove 0
aumento da concentracdo de GSH no citosol pelo aumento da sintese e reducdo do
efluxo (WILKINS et al., 2012). Logo, sua relacéo é inversamente direta ao aumento

da caspase 3.

1.5.2 Lesao na BHE e neuroinflamacéao induzida pela intoxicagdo por MeHg

Além de danos relacionados ao estresso oxidativo nas células do SNC, o
MeHg é capaz de promover dano na BHE, também pela reducéo da atividade de
agentes antioxidantes. Takahashi et al., (2017), ao demonstrarem que a dose de 20mg
de MeHg/L na agua de beber por trés semanas € suficiente para promover um
acumulo de 10ug de MeHg/g do cérebro e de cerca de 15ug de MeHg/g do cérebro
de ratos Wistar. Verificaram que houve aumento de expresséao do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) em astrdcitos do cerebelo e da regido occipital mas ndo
da regido frontal do cérebro. O dano na BHE também s6 foi percebido com quatro
semanas de intoxicacdo por MeHg, com extravasamento de IgG no cerebelo dos
animais e diminuicdo da expressao de antigeno celular endotelial de rato 1 (RECA-1).

Esses dados demonstram a capacidade do MeHg de gerar lesdo na BHE
por dano astrocitario, gerando aumento da neuroinflamacéao e perda da integridade da
barreira, facilitando a passagem de proteinas e bactérias agressivas ao SNC. O VEGF
regula a permeabilidade vascular e pode estar envolvido na formacdo de edemas
(TAKAHASHI; SHIMOHATA, 2019). O mesmo aumento da expressao de VEGF foi
verificado em ensaio in vitro feito por Hirooka et al., (2013), quando estes cultivaram
células do endotélio microvascular cerebral e pericitos, apresentando aumento da
expressao de VEGF nas duas linhagens.

O dano a BHE é outro elemento na complexa cadeia de neurotoxicidade
induzida pelo MeHg. A concentracdo de MeHg nas células gliais tende a ser superior
a dos neurdnios. Isso se deve a funcéo protetora desses componentes, absorvendo
elementos toxicos ao SNC. Quando comparada a concentracdo entre astrocitos e
microglia, percebe-se uma maior concentracdo nestas, uma vez que possuem um
menor corpo celular (GARG; CHANG, 2006).
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Outro possivel fator influente na maior concentracdo de MeHg no meio
intracelular da micréglia € a maior disponibilidade de grupamentos tiol no citoplasma
delas. Com a ligacéo do MeHg a esses grupamentos tiol e seleniol, ocorre uma maior
formacao de EROs, devido a menor acdo de agentes antioxidantes, como o GSH e
Gpx (ALLEN; SHANKER; ASCHNER, 2001; SANTOS ALCANTARA; INESTROSA
CANTIN, 2005; FRANCO et al., 2009b; LU; HOLMGREN, 2009). O GSH contém
moléculas —SH, tiol, e a enzima Gpx moléculas de —SeH, seleniol, ambos alvos da
ligacdo do MeHg, inviabilizando a atuacdo dessas enzimas (FARINA; ROCHA,
ASCHNER, 2011).

Em co-culturas de microglia, concentracdes acima de 1uM exibiram morte
celular, porém, naquelas com concentracfes abaixo de 1uM as células apresentaram
sinalizacao extracelular com ATP via mecanismos dependentes de MAPK p38 e
transportador de nucleotideo vesicular (VNUT), condicdo aumentada em respostas
inflamatorias (SHINOZAKI et al., 2014). Esta sinalizacdo extracelular ativa o0s
receptores de membrana P2Y1 dos astrocitos, que lancam IL-6 como resposta a
agressao sinalizada, promovendo protecédo neuronal (NOGUCHI et al., 2013).

Em casos mais acentuados de neuroinflamacao, a IL-6 é secretada pela
prépria microglia, mas é dependente de concentracdo de ATP maiores que 100uM,
ativando o receptor P2X7 expresso na superficie celular da microglia (SHIGEMOTO-
MOGAMI et al., 2001). Fato que néo foi percebido por Shinozaki et al., (2014), uma
vez que mesmo em concentracdes de 3 uM de MeHg de co-culturas de astrdcitos e
micréglia ndo se percebeu tdo alta liberacdo de ATP.

A maior expressdo de MAPK p38 foi entdo associada a liberacdo de ATP
como sinalizador. Porém, esta proteina também se relaciona com a liberacdo da
metaloproteinase-9 e mieloperoxidase (MPO) em neutréfilos, sendo ativada por
mecanismo associado ao aumento de EROs no meio (Figura 7) (KURATA, 2000;
ZHUANG; DEMIRS; KOCHEVAR, 2000; MESHKI et al., 2004; EHRENFELD et al.,
2009; SHINOZAKI et al., 2014).
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Figura 7 - Via de sinalizacdo inflamatoria mediada pela microglia na presenca de
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Fonte: Adaptado de Shinozaki et al., (2014).

Via de sinalizagdo microglia-astrocito, em cocultura de células. Na presenca de baixas
concentracdes de MeHg (3uM) a micréglia secreta ATP, via MAPK p38, ativando o receptor P2Y1
astrocitario. Essa acdo induz ao astrécitos a liberagéo de IL-6 como sinalizador anti inflamatério para
0s neurdnios (SHINOZAKI et al., 2014).

Além da neurotoxicidade induzida pelo MeHg ao atravessar a BHE, o dano
no epitélio intestinal e alteracdo na microbiota podem estar associados com o0 aumento
no LPS circulante (PINTO et al., 2020). Essa condicdo se associa a um quadro de
endotoxemia, elevando os niveis de marcadores inflamatorios no sangue e induz a
danos na BHE (BANKS et al., 2015).

Estudo de Banks et al., (2015), testaram a integridade da BHE 24h apés
injecado intraperitoneal de 3mg/kg de LPS em camundongos. Encontrando reducao do
peso corporal, aumento de permeabilidade capilar (reducéo da *C-Sucrose sérica),
aumento das citocinas IL-1B3, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 no cérebro, aumento da
concentracdo de albumina no cérebro, aumento de IBA-1 e GFAP cerebral e de
TREM2 plasmatico. A molécula de TREM2 é um sinalizador de superficie presente
em macrofagos e mondcitos, atuando como regulador do estimulo pro-inflamatoério
(SCHMID et al.,, 2009). A acdo deletéria do LPS esta diretamente associada ao
aparecimento de Alzheimer e outras doencas cronico degenerativas (WANG et al.,
2018b; KIRK et al., 2019).
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1.5.3 A acéo neurotoxica do MeHg na sinalizacdo neuronal

As vias de sinalizacdo neuronal verificadas para a formacado da memdria
sdo o0 sistema glutamatérgico, GABAérgico, dopaminérgico, colinérgico,
serotoninérgico e noradrenalinérgico (MYHRER, 2003). O MeHg tem conhecida acéo
nos sistemas colinérgico, glutamatérgico e GABAérgico, com aumento da liberagcéao
de neurotransmissores e inibicdo da agéo da acetilcolinesterase.

No estudo de Han et al, (2017), foi demonstrado que injecbes
intraperitoneiais diarias de 5ug de MeHg/kg em ratos por 20 dias induziu aumento da
peroxidacao lipidica, reducdo de GSH e atividade de Gpx, além de aumentar a
concentracéo de citocromo C e de células apoptoéticas, também reduzindo a atividade
da acetilcolinesterase e da Na*/K* ATPase no cortex desses animais.

O citocromo C ¢é lancado no citosol celular como consequéncia de dano a
membrana mitocondrial. Krishna Chandran et al., (2019), administraram 4mg de
MeHg/kg/dia via gavagem em camundongos Swiss de sete semanas de vida por 15
dias e observaram no cérebro a reducgdo da atividade dos complexos I, I+lll e IV da
cadeia produtora de elétrons mitocondrial. Além de aumento das concentracdes de
MDA e reducdo de GSH e glutationa S-transferase.

Devido sua ligacdo com grupamentos tiol, 0 MeHg também interage com a
acetilcolinesterase (AChE), inibindo-a, dessa forma, atua prejudicando o processo de
sinapse, o metabolismo de beta amiloide e proteina tau, além do processo de
aprendizado e memoria (SILMAN; SUSSMAN, 2005; FARINA; ROCHA; ASCHNER,
2011; HAN et al., 2017). Além dessa enzima, o MeHg inibe a Na*/K* ATPase,
responsavel pela manutencdo da homeostase celular, propagacdo do impulso
nervoso e liberacdo de neurotransmissores (FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011,
ARNAIZ; ORDIERES, 2014; HAN et al., 2017).

Resultados semelhantes de prejuizo na acdo da AChE também foram
encontrados por Agrawal, Bhatnagar e Flora (2015), porém, estes administraram
cloreto de mercurio a ratos em 30mg/L por seis meses na agua de beber. Encontrando
diminuicao da atividade da AChE, e da concentragédo de dopamina e norepinefrina no
cérebro total. O prejuizo na atividade da AChE se relaciona com a diminuicdo da
plasticidade neuronal, uma vez que essa enzima hidrolisa a ACh em neurdnios

colinérgicos, para os terminais sinapticos (SOREQ, 2001).
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Com a reducao da atividade da AChE, aumenta a concentracdo de ACh da
fenda sinaptica, fato que em alguns modelos de doencas neurolégicas € bem aceito,
porém, se de forma patoldgica, pode gerar dano cognitivo ao individuo. A diminuigdo
da atividade da AChE parece estar relacionada com o aumento da expressao de
BDNF, ou seja, com o aumento da concentracdo de ACh (CHEN et al., 2018). O
prejuizo no sistema colinérgico esta relacionado com o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer (TODA; KANEKO; KOGEN, 2010).

Em acdo concomitante, o MeHg bloqueia a bomba Na*/K* ATPase,
importante regulador do potencial de membrana (FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011,
ARNAIZ; ORDIERES, 2014; HAN et al., 2017). Com o aumento do influxo de Ca2+
para o meio intracelular ocorre 0 dano mitocondrial, jA comentado, e a alteracao do
potencial de membrana, promovendo despolarizagdo e maior expressao de NMDARr
na fenda pos-sinaptica, além de maior liberacéo de vesiculas contendo glutamato pelo
neurénio pré-sinaptico (ALLEN; SHANKER; ASCHNER, 2001; MORI; YASUTAKE;
HIRAYAMA, 2007b).

Apos a intoxicagdo por MeHg o neurbnio entdo exibe uma conformacgéo
despolarizante, com aumento da excitabilidade pela maior concentracao de glutamato
na fenda sinaptica. Este quadro é agravado devido a inibicdo da receptacdo do
glutamato pelos astrocitos (DAVE et al., 1994; ASCHNER et al., 2000a; ALLEN et al.,
2002a; MANFROI et al., 2004).

O aumento da excitabilidade neuronal com maior ativagcdo dos NMDAR se
relaciona com o aumento do influxo de Ca?* no neurénio pdés-sinaptico e sinalizagdo
de vias apoptoéticas. Essa sinalizacdo € compreendida pelo dano na membrana
mitocondrial (MORI; YASUTAKE; HIRAYAMA, 2007b; RUSH et al., 2012). O dano
mitocondrial induz a liberagéo do citocromo C no citosol, com seguinte aumento da
expressao de Bcl2 e ativacdo da via das caspases (SOKOLOWSKI et al., 2011b).

De fato, existem poucos estudos que investigam a acdo do MeHg no
sistema glutamatérgico e GABAérgico hipocampal, e alguns ndo sao recentes. Um
deles € o estudo de Yuan e Atchison (1997b), onde o MeHg foi testado em lamina de
hipocampo de ratos, em concentracdo de 100uM. Observou-se que uma acao
inibitoria nos receptores GABAA, esses receptores se localizam no corpo celular e no
axonio, atuando na hiperpolarizacdo e despolarizacdo de neurdnios piramidais de
CAl. Outra acdo do MeHg foi percebida nos receptores GABAs, localizados nos

neurdnios pré e pos sinapticos. A inibicdo dos receptores GABA teve inicio mesmo
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nas fatias com menor concentracdo de MeHg, com inibicdo da transmissao
glutamatérgica de forma retardada, foram usadas para isso concentracdes crescentes
de 20 a 500uM de MeHg (YUAN; ATCHISON, 1995, 1997b).

Esses receptores sdo associados a canais de K*, influenciados pela
elevacéo na concentracgdo intracelular de Ca?*, promovida pela intoxicacdo por MeHg.
Devido a atuacédo bloqueadora do MeHg nos receptores GABAérgicos, verificou-se
um aumento na excitabilidade celular pela reducdo do potencial inibitério poés
singptico, com aumento da concentracdo de GABA na fenda sinaptica, isso foi
verificado em fatias de hipocampo e cerebelo (YUAN; ATCHISON, 1997b, 2003;
HERDEN et al., 2008).

1.5.4 Prejuizos cognitivos e motores associados a contaminacdo por MeHg

Estudos sobre os efeitos da intoxicacdo por MeHg com animais adultos sao
encontrados em menor escala. Isso ocorre devido ao estagio do desenvolvimento
neuronal, sendo o adulto mais resistente a alteragcbes que o cérebro em
desenvolvimento. Outro fator importante € que, em sua maioria, a populacéo afetada
€ exposta de forma bem precoce, devido a alimentacéo a qual esta sujeita.

Estudos de Kendricks et al., (2020), e Kendricks, Boomhower e Newland
(2020), apresentaram efeitos de um modelo de contaminagéo via oral por 0,5 e 5 mg/L
de MeHg na 4gua de beber em animais do dia pos natal (PND) 21 até o 60. Os autores
perceberam uma reducdo na memoria de trabalho (curto prazo) dos animais.
Sugeriram que esta alteracdo poderia estar relacionada com um prejuizo no sistema
dopaminérgico, se assemelhando a modelos de transtornos de déficit de atencéo.
Propuseram entdo tratamento com a administracao via ip de d-anfetamina (0,3, 1 e
1,7 mg/kg). Perceberam entdo uma melhora no prejuizo cognitivo dos animais,
sugerindo dano dopaminérgico.

Outros estudos também avaliaram a memoria de trabalho, como o de Zahir
et al., (2006), ao administrarem 1mg/kg de MeHg a ratos jovens por sete dias,
perceberam reducdo do percentual de acertos da alternancia espontanea no labirinto
em Y e reducdo da coordenacdo motora, rotarod. Além dos prejuizos verificados nos
testes comportamentais, ao autores também verificaram aumento da peroxidacéo
lipidica e reducdo do DNA total no cerebelo e cérebro dos animais intoxicados,

associando os prejuizos comportamentais ao dano celular percebido.
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Além do prejuizo no labirinto em Y, foi percebido por Christinal e Sumathi,
(2013b), ao administrarem 5mg de MeHg/kg/dia via gavagem a ratos no PND 21,
maior quantidade de erros na sequéncia do labirinto radial de oito bragos e reducao
da atividade locomotora no campo aberto. Os animais intoxicados apresentaram
também reducéo nas células de Purkinje e alteracdes degenerativas nos astrocitos do
cortex cerebral. A reducao das células de Purkinje justifica também o achado de Zahir
et al., (2006), com a reducéo na coordenagdo motora.

Em relacdo a memodria espacial e ao aprendizado, dois estudos se
destacam pelo modelo de intoxicacéo utilizado. O estudo de Krishna Chandran et al.,
(2019), onde foram intoxicados camundongos Swiss, sete semanas de vida, com 4mg
de MeHg/kg/dia via gavagem por 15 dias e o estudo de Bittencourt et al., (2019), que
administraram 0,04mg de MeHg/kg/dia via gavagem por 60 dias a ratos do PND90 ao
150. Ambos estudos se utilizaram do teste de reconhecimento de novos objetos,
reconhecimento social e do labirinto aquatico de Morris para verificar a memoéria
declarativa, espacial e aprendizado.

Em ambos estudos a intoxicagdo por MeHg induziu prejuizo na memoaria
declarativa, com reducdo no indice de discriminacdo de novos objetos e do
reconhecimento social. Além de aumento do tempo de laténcia dos animais na fase
de aquisicdo e reducéo do tempo no quadrante alvo (probe) do labirinto de Morris.

Além dos achados comportamentais, Bittencourt et al., (2019), encontraram
aumento das concentracdes de MDA e nitritos, reducdo da capacidade antioxidante
contra radicais peroxi e da densidade neuronal e astrocitaria em CA1, CA3, hilus e GD
dos animais desafiados por MeHg. Enquanto Chandran et al, 2019, encontraram
aumento das concentragcdes de MDA e reducdo das concentracbes de GSH e
glutationa S-transferase no cérebro dos animais intoxicados (KRISHNA CHANDRAN
et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

Muitos estudos tém avaliado a neurotoxicidade do MeHg no Sistema
Nervoso Central. Efeitos neurotéxicos do MeHg no hipocampo séo bem relatados na
literatura, mostrando aumento do estresse oxidativo, excitotoxicidade do glutamato e
perda neuronal. Porém, a intoxicacdo de MeHg por via oral, de forma crbnica, em
baixas doses ainda é pouco explorada em camundongos adultos. A intoxicagdo
mercurial tardia em humanos tem como principal meio a ingestdo de 4gua e alimentos
contaminados.

Desse modo a administracdo oral do MeHg em animais adultos jovens
pretende mimetizar esse fato, além de tornar possivel uma avaliacdo dos parametros
neurofisiolégicos e imunoldgicos antes do que seria o inicio da ocorréncia de
patologias tipicas de idades avancadas como, Alzheimer e Parkinson. Sendo possivel,
inclusive abrir precedentes para 0 mapeamento de eventos e potencial regresséo de
sintomas neuroldgicos de forma precoce.

Até onde se sabe, nenhum estudo avaliou o impacto do MeHg em doses
baixas nas concentracdes de neurotransmissores no hipocampo do camundongo
adulto (~4 meses de idade) e comportamento de memodria e de locomocgao
espontanea.

Este trabalho visa langar luz sobre o efeito da intoxicagdo por MeHg em
baixas doses em camundongos adultos, avaliando parametros de inflamacao
sistémica e perfil lipidico, peroxidacao lipidica e alteracdo de neurotransmissores
hipocampais e seu impacto no comportamento exploratério espontaneo e de memoaria

de trabalho, espacial e aprendizagem.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da intoxicacdo induzida por baixa dosagem de MeHg

(2mg/L) por 30 dias na concentracdo de marcadores inflamatorios sistémicos,

peroxidacgdo lipidica, neuroplasticidade e neurotransmissédo no hipocampo e avaliar

memoéria de trabalho, espacial e de longa duracéo de camundongos C57BL6J adultos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da intoxicacao por MeHg (2mg/L) por 30 dias na agua de

beber em camundongos C57BL6J sob os aspectos de:

Ganho de peso e consumo de agua.

Concentracao sérica de colesterol total e triacilglicerois.

Inflamacéo sistémica por dosagem plasmatica de TNF-a e mieloperoxidase (MPO)
e sérica de endotoxinas (LPS).

Concentracéo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo.
Peroxidacao lipidica através das concentracdes de malondialdeido (MDA) no
hipocampo.

Inflamacéo através de citocinas pré e anti-inflamatérias (pela expressao génica de
IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) e imunoensaio de MPO no hipocampo.

Atividade da acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo.

Concentragdo dos neurotransmissores (glutamato, GABA, glicina, taurina e
tirosina) no hipocampo.

Comportamento exploratorio e locomotor dos animais (campo aberto).

Memoria de trabalho (labirinto em Y).

Memoaria espacial e de longo-prazo (labirinto de Barnes).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1Experimentag&o animal

Foram utilizados 120 camundongos C57BL6J, com 3 meses de vida e faixa
de peso entre 25 e 30g, seis desses animais morreram durante a fase de
experimentacdo (Tabela 2). Os animais foram provenientes do biotério de producao
do Nucleo de Biologia Experimental da UNIFOR (NuBEx), da Universidade de
Fortaleza (UNIFOR), com protocolo de aprovacao por comité de ética: 2073110618
de 2018. O biotério do NuBEx é classificado como NB1 e dispde da linhagem

C57BL6J, mantidos sob rigoroso controle sanitario e genético.

Tabela 2 - Demonstrativo do nimero de animais entre 0s grupos e protocolos

Grupos experimentais Controle MeHg (2mg/L)
Peso* 20 20
Consumo hidrico* 8 8
Dosagens séricas* 5 5
BDNF 8 8
MPO 8 8
MDA 10 10
Expresséo génica 5 5
Atividade da AChE 8 8
HPLC para 8 8
neurotransmissores
Testes comportamentais 10 10

Total 120 animais
As andlises assinaladas com * ndo foram computadas para calculo dos animais.

Os animais foram mantidos em microisoladores dispostos em estantes de
ventilagao forgada; com temperatura, luminosidade, umidade do ar e frequéncia de
trocas gasosas controladas. Em cada microisolador foram dispostos cinco animais,
com livre acesso a agua e comida. Todos 0s animais receberam uma marcacao na
cauda, que permaneceu com eles até a data da eutanasia. A pesagem ocorreu em
dias alternados, e a medicdo do consumo hidrico foi feita com o uso de proveta
graduada estéril.

O valor inicial do peso de cada animal foi considerado como seu valor
absoluto (100%). As demais pesagens foram convertidas para valores % relativos ao
absoluto. Os resultados foram apresentados com grafico de ganho de peso ao longo
do tempo e delta de ganho de peso (final — 100%).
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Os microisoladores, maravalha, racdo e agua desses animais foram
desinfetados a cada troca pela equipe treinada do proprio biotério. Todas as pesagens
e medi¢des de consumo hidrico foram feitas em cabines de biosseguranca com fluxo
de ar, a fim de evitar a contaminag¢do dos animais. Mantendo as barreiras sanitarias
ideais para o nivel de seguranca do biotério.

Apods os 30 dias de experimentacdo, os animais foram eutanasiados com
sobredose de ketamina e xilazina, decapitados e o cérebro exposto para a dissecacdo
do hipocampo, utilizados nos ensaios imunoenzimaticos, na avaliacdo da peroxidacéo
lipidica, atividade da mioloperoxidase e da expressao génica de citocinas. O sangue
foi coletado através de capilares heparinizados por meio do plexo retrorbital, sendo
separado em plasma e soro para as analises de parametros lipidicos e inflamacéao
sistémica. Para as analises de atividade da acetilcolinesterase e da concentracéo de
neurotransmissores no hipocampo, os animais foram eutanasiados por decapitacao

sem a utilizacdo de anestésicos.

4.2 Intoxicag&o mercurial

Estudo anterior deste grupo de pesquisa com dose de 40mg de MeHg/L
por 21 dias na agua de beber (FRANCO et al., 2009a) em camundongos C57BL6J foi
observada alta taxa de mortalidade e aparecimento de prejuizo motor, ataxia,
tornando inviavel a avaliacdo do impacto do MeHg no hipocampo e
neurotransmissores pela perda de animais. A dose entéo foi ajustada para 20mg de
MeHg/L por 21 dias, protocolo proposto por Andersen e Andersen, (1993), esta dose
foi bem tolerada pelos animais durante o periodo de 21 dias.

Esta sobredose, porém, ndo se assemelhava ao consumo regular de peixe
pelo homem. Foi entdo proposta para avaliacdo a dose de 2mg de MeHg/L na agua
de beber (2.000 ppb), a fim de avaliar como se daria o consumo hidrico desses
animais. Neste modelo ndo foram observadas mortes espontaneas dos animais
intoxicados. Observou-se ao final de 30 dias que o consumo hidrico diario médio deles
foi de 4,7ml por animal, consumo total de 141,22ml. Considerando o peso médio dos
animais de 24,52, foi obtido uma dose média diaria de 0,38mg de MeHg/kg de peso
do animal.

Foi entdo aplicada formula de conversdo de dose baseada em area de
superficie corporal, descrito no item 4.3 (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008).
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Foi obtida como dose equivalente no humano a dose diaria de 0,031mg de MeHg/kg
de peso.

Observados os valores de concentracdo de mercurio no peixe
Scomberomorus cavala obtido no Mercado do Mucuripe (Fortaleza, CE), 1,73mg de
Hg/kg (DE LACERDA, L. D.; BEZERRA, M. F.; COSTA, B. G. B.; BRAGA, T. M.; DE
ALENCAR GOYANNA, 2016), e calculando um consumo diario de 1kg desse animal,
verificou-se que a dose ingerida de Hg por kg em um humano de 80kg seria de
0,021mg de Hg/kg, semelhante ao proposto neste estudo.

Os animais intoxicados foram movidos para outra sala de experimentacéo,
a fim de ndo contaminar o rack de ventilacdo, ou seus filtros. Eles se mantiveram com
a mesma distribuicdo de animais por caixa e parametros dos demais. Com trés meses
de vida, aqueles animais com peso entre 25 e 30g foram iniciados a intoxicacao por
MeHg (Cloreto de Metilmercurio - Sigma) com 2mg de MeHg/L de agua de beber por
30 dias.

O valor foi uma forma de avaliar uma baixa dosagem por periodo longo.
Tentando se assemelhar com o consumo real feito por pescadores.

As provetas, mamadeiras e microisoladores foram higienizados em local
diferente dos demais animais para ndo haver contaminacédo cruzada. A maravalha
trocada era reservada e ao final do protocolo experimental, ela e todos os residuos
decorrentes da eutanasia foram armazenados em saco branco leitoso, com simbolo
de contaminante. Todos os residuos foram encaminhados a empresa especializada
que recolhe lixo decorrente do curso de odontologia (com residuos de Hg do
amalgama dentario), para posterior incineracdo com o uso de filtro especifico na
chaminé.

Para preparacao da solucéo de intoxicacao, foi feita diluicdo para 20mg de
MeHg/L de agua, mantida sob agitacdo e leve aquecimento por 20 minutos em
plataforma agitadora e aquecedora mecanica. Optou-se por essa diluicdo pois 0s
pesquisadores perceberam que devido a grandeza do valor alvo (2mg de MeHg), seria
mais facil de manusear, realizando uma diluicdo sucessiva de 1:10. Cada solucéo de
20 mg de MeHg/L de agua era preparada semanalmente, sendo armazenada em
geladeira (2-8°C) ao abrigo da luz, em garrafa de plastico. Toda manipulacdo do MeHg
foi feita dentro de cabine de biosseguranca com uso de mascaras de protecédo semi-
facial e oculos, além do uso de jalecos descartaveis, luvas de nitrila e o cuidado para

evitar o uso de materiais metalicos no manuseio do MeHg.
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Ao finalizar um grupo experimental o que restava das garrafas contendo
MeHg era armazenado para ser posteriormente encaminhado ao setor de Quimica
Analitica da Universidade Federal do Ceara (UFC). Para correto descarte do material

contaminado.

4.3 Relacdo do consumo de metilmercurio dos animais e humano

Utilizando-se das medicbes do consumo hidrico dos animais, e
considerando que a perda pela excrecao natural ocorre no humano e no camundongo,
estipulamos a concentracdo ingerida e fizemos a comparacdo com o valor
correspondente no ser humano.

Para isso, foi utilizada a férmula de conversdo de drogas proposta por
Reagan-Shaw (2008), também citada por Lacerda Leocadio et al., (2020), como forma

de tracar um comparativo das doses:

Km animal
Km humano

DEH (mg/kg)=dose animal (mg/kg)x

Na Formula de conversao de dose baseada na area de superficie corporal,

a dose humana equivalente (DEH) é igual a dose animal (mg/kg) vezes a constante
animal (Km animal) sobre a constante humano (Km humano). A férmula utiliza como
pressuposto a area corporal do animal e seu metabolismo para determinar
previamente uma constante (Km) para cada espécie, conforme descrito no artigo
original. A constante para o humano é Km humano = 37 enquanto a do camundongo

€ Km camundongo = 3.

4.4 Avaliacao do perfil lipidico

As amostras de sangue foram coletadas por meio do plexo retroorbital e
centrifugadas a 3500 rpm por dez minutos. O soro foi obtido para determinacao da
concentragdo de colesterol total e triacilglicerois. Os niveis de colesterol total e
triacilglicerois séricos foram determinados por analisador semi-automatico (LabQuest,

Labtest, Brasil), utilizando kits de diagndéstico (Labtest, Brasil).
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4.5 Ensaio imunoenzimatico ELISA

O sangue foi coletado pelo plexo retrorbital e mantido em recipiente
heparinizado. Posteriormente foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos e aspirado
0 sobrenadante para coleta do plasma e analise de TNF-a e MPO. A analise da
concentracdo de endotoxinas (LPS) foi feita no soro (as amostras de sangue foram
coletadas em tubo ndo heparinizado e centrifugadas em seguida. A andlise de TNF-a
foi feita em plasma e as analises para BDNF e MPO no hipocampo.

As amostras foram descongeladas e homogeneizadas em tampéao fosfato
salina 1x concentrada, o reagente foi diluido em solucdo de BSA a 1%, os anticorpos
e 0 padrdo foram diluidos em PBS 1x filtrado. ApoOs sensibilizagdo 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 450 nm. Foram analisadas
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) sérico, fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) hipocampal, mieloperoxidase (MPO) hipocampal e quantificacdo sérica de
endotoxinas (LPS). A técnica seguiu o protocolo disposto no kit especifico de cada

anticorpo, proposto pela fabricante R&D Systems.

4.6 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica

As amostras foram homogeneizadas em solucdo de HTAB (a 0,5% diluido
em tampao fosfato de sodio, pH 7,4. 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 minutos, a 25 °C. A leitura da
amostra foi realizada em espectrofotbmetro com comprimento de onda em 532 nm. A
curva padrao 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), protocolo adaptado de Carvalho et al., (2010).
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4.7 Analise da expressao génica

Uma aliquota de aproximadamente 20mg de hipocampo foi macerada em
tampé&o RLT do kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen®). Apos a maceracao, o RNA
total foi extraido conforme instru¢des do fabricante do kit comercial. O RNA total obtido
foi quantificado em espectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific®).

Para a obtengao do cDNA foi utilizado 2 pg do RNA total. Foram utilizados
iniciadores oligo (dT), dNTPs e a enzima Super Script Il seguindo as instru¢cdes do
fabricante (Invitrogen ®).

Foram utilizados primers para IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. O primer foi
combinado em uma mistura de reacdo para produzir uma amplificacdo (Tabela 3).
Cada mistura da reagdo com os determinados primers contém: SYBR Green Master
mix (10 uL), primers Forward e Reverse na proporg¢ao de 1:1 (1 pL), agua livre de
nucleasse (7 uL) e DNA da amostra (1 pL). Controles negativos foram realizados
usando agua livre de nucleases. O protocolo de amplificacdo do PCR foi o seguinte:
AmpliTaq Gold DNA Polymerase inicial - ativacao a 95 °C por 10 min, seguido por 40
ciclos com desnaturacdo a 95 °C 46 por 15 s, anelamento a 62 °C por 30 s e extensao
a 62 °C por 30 s. A amplificacdo foi realizada em um LightCycler® Nano em Real Time
PCR System com 32 pocos. Os resultados foram expressos como quantidade de gene
amplificado em comparag&o com o gene de controle, B-actina, pelo método de 2-44CT,
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 3 - Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados

Primer Foward Reverse

IFN-y CACGCCGCGTCTTGGT TCTAGGCTTTCAATGAGT

IL-4 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA
IL-5 GACTCTCAGCTGTGTCTGGG GGACAGCTGTGTCAAGGTCT

IL-6 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG
IL-10 GTGAAGACTTTCTTTCAAACAAAG CTGCTCCACTGCCTTGCTCTTATT
B-actina GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC

IFN-y= interferon gama; IL= interleucina
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4.8 Avaliacao da atividade da acetilcolinesterase

O hipocampo foi homogeneizado em tampéo fosfato salina com pH 7,4.
Centrifugados em seguida por 15 minutos, 10.000 rpm, 4° C. A concentracao de
proteinas foi determinada pelo método de Bradford, usando como padrdo BSA, a
concentracédo foi ajustada para 1mg/mL de proteinas totais.

Em placa de 96 pocos foi adicionado por poco 34 puL de homogenato
(Img/mL) e 134 pL de &cido ditiobisnitrobenzoéico (DTNB) a 0,75mM, feita a leitura em
absorbancia de 412 nm por 1 minuto. Logo ap0s esse procedimento, a microplaca foi
retirada do aparato e adicionado por poco 34 uL de iodeto de acetiocolina (ACTI) a 9
mM (substrato), repetindo a leitura em absorbéancia de 412 nm por 5 minutos. A
primeira leitura é usada como fator normalizador devido a coloracdo do DTNB
(ELLMAN et al., 1961; MENDES, 2020).

4.9 Quantificacdo tecidual de neurotransmissores por cromatografia liquida de

alta resolucao

Os tecidos foram homogeneizados em acido perclérico (HCLO4) a 1% por
aproximadamente 30 segundos e o homogenato foi colocado em tubos Eppendorf de
2 mL para centrifugacao por 15 minutos em centrifuga refrigerada, 4°C, a 14.000 rpm.
Uma aliquota de 20uL do sobrenadante foi entdo injetada no equipamento de HPLC
para serem analisadas. Analises dos aminoacidos glutamato, glicina, taurina, tirosina
e GABA foram quantificados por detector fluorescéncia seguindo as seguintes
condi¢cdes cromatograficas: A fase mével foi composta por Tampao fosfato de sddio
50 mM e metanol 20% v/v (Fase A) e Metanol (Fase B), em fluxo de 1 ml/min. Foi
utilizada uma coluna LUNA® C18 com comprimento de 25cm, calibre 4,6cm e
didmetro da particula de 5um, da Phenomenex. Nas amostras foi utilizada para
deteccao fluorescéncia uma aliquota de reagente de derivacdo na proporcao de 1:1
composto por: o-phthaldialdeido, etanol, 2-mercapetanol e tampéo borato.

4.10 Teste de campo aberto

O teste foi realizado com o auxilio de luz vermelha, a fim de minimizar o

estresse sofrido pelos animais. O aparato utilizado consiste em cubo acrilico de aresta



62

30 cm e altura de 15 cm, com marcacao de nove quadrados iguais na base, em jogo
da velha. Este teste tem por finalidade verificar o comportamento exploratério e
locomotor dos animais.

O animal foi colocado no centro do aparato e deixado livre para explorar o
ambiente por cinco minutos. Foram avaliados parametros de distancia total percorrida,
linhas totais cruzadas, velocidade média, tempo parado, tempo no centro do aparato
e tempo na periferia, bem como os comportamentos de exploracao vertical (rearing) e
autolimpeza (grooming) (BROADHURST, 1957).

Todas as condi¢Bes experimentais envolvendo testes comportamentais
foram feitas em local reservado da observacdo externa e com auséncia de ruidos
externos. Antes do teste de cada animal o aparato foi higienizado com alcool 70%,
seguido de papel toalha umido para retirar o odor do alcool. Os animais foram
manipulados pelo mesmo avaliador, aquele ao qual estavam habituados durante as
trocas de maravalha e pesagens. O teste contou com registro por video no software

AnyMaze.
411 Labirintoem Y

O teste foi realizado com o auxilio de luz vermelha, a fim de minimizar o
estresse sofrido pelos animais. O aparato consiste em um construto de madeira
revestido de férmica em formato de Y (35 cm de altura, 40 cm de comprimento e 6 cm
de largura). Cada braco possui laterais impedindo a visualiza¢cdo do meio externo pelo
animal, sendo numerados de 1 a 3. O avaliador fica a uma distancia de um metro do
aparato realizando a anotacdo da alternancia entre os bracos (STONE et al., 1991).

O animal é incialmente posto no braco 1 e verifica-se a quantidade de
alternancias espontaneas entre bracos, avaliando a memdéria de trabalho do animal.
Posteriormente é feita a contagem de quantas alternancias corretas o animal teve,
devendo ele ndo repetir os bracos de forma sequenciada e sim alternar entre eles. O
sucesso do animal é determinado pelo calculo do percentual de acertos no labirinto
emY:

n° de acertos «
n° total de entradas -2

Alternancias espontaneas (%)= 100
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Todas as condicdes experimentais envolvendo testes comportamentais
foram feitas em local reservado da observacdo externa e com auséncia de ruidos
externos. Antes do teste de cada animal o aparato foi higienizado com alcool 70%,
seguido de papel toalha umido para retirar o odor do alcool. Os animais foram
manipulados pelo mesmo avaliador, aquele ao qual estavam habituados durante as

trocas de maravalha e pesagens.
4.12 Labirinto de Barnes

Este teste consiste na avaliacdo de dois tipos de memoria, a espacial e a
memoria de longo prazo. No ambiente onde o teste foi realizado foram fixadas pistas
espaciais em formatos geométricos, referentes a cada quadrante. O aparato consiste
em mesa circular com 22 buracos e um tunel de escape (Figura 8) (PITTS, 2018;
MOMENI et al., 2021).

Figura 8 - Descrigéo do aparato utilizado para o labirinto de Barnes

G[:D AltC? feilante p.t:xra @ Webcam para registro da
emissao de ruido /— imagem e movimentag&o

branco de 90dB do animal

= Mesa de madeira com tampa em férmica
branca, 22 buracos

s O - = Diametro da mesa, 92cm
’ / = Diadmetro de cada buraco, 5cm
. ~ ”~ y
~ = Altura do aparato, 80cm
= Tunel de escape para encaixe abaixo

dos buracos (escape tunnel)

= Aparato para posicionamento do animal
(start chamber)

Fonte: Autoria propria

O teste consiste em expor o animal a um estimulo aversivo (luz e som)

induzindo-o a fuga, proporcionada por um tinel de escape, local onde se coloca papel
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toalha e onde o0 som é interrompido, uma vez que o animal o adentra. O animal parte
do centro do aparato, sendo levado até o local em superficie branca e deixado la para
explorar o ambiente. O som é caracterizado por um ruido branco de 90 decibéis
controlado remotamente, acionado quando o teste comeca e interrompido a cada vez
gue o animal entra no tunel de escape.

Inicialmente os animais passaram por um periodo de habituacdo ao
aparato, onde foi permitido que explorassem livremente a mesa por dois minutos, além
de permanecerem por um minuto no interior do tanel de escape.

A memoria espacial foi verificada pelas aquisi¢cées, um ciclo de 4 dias, com
dois testes por dia, totalizando 8 testes. Entre cada teste foi dado um intervalo de uma
hora. Cada aquisicdo consistiu em periodo de dois minutos, onde o animal,
previamente habituado ao aparato, deveria encontrar o tunel de escape no menor
tempo possivel. A distancia percorrida, velocidade média, tempo até entrar no escape,
bem como a quantidade de buracos checados (erros totais) foi verificada.

ApOs os quatro dias iniciais foi dado intervalo de 48 horas sem manipulacéo
dos animais e em seguida realizado teste para avaliar a memaria dos animais. O tunel
de escape foi retirado e os animais foram postos na mesa para explorar por dois
minutos. Foi verificado entdo o tempo de laténcia no quadrante alvo (onde estava o
escape) e o tempo de laténcia nos demais quadrantes.

Todas as condi¢bes experimentais envolvendo testes comportamentais
foram feitas em local reservado da observacdo externa e com auséncia de ruidos
externos. Antes do teste de cada animal o aparato foi higienizado com alcool 70%,
seguido de papel toalha umido para retirar o odor do alcool. Os animais foram
manipulados pelo mesmo avaliador, aquele ao qual estavam habituados durante as
trocas de maravalha e pesagens. O teste contou com registro por video no software

AnyMaze.

4.13 Equipamentos e Materiais

10 microisoladores (Alesco®, S&o Paulo, Brasil);

1 Hack ventilado (Alesco®, Sao Paulo, Brasil);

Balanca digital eletrbnica para pesagem de animais (Filizola, S&do Paulo, Brasil);

Balanca analitica eletrdnica de precisédo (Precisa, Belo Horizonte, Brasil);
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Centrifuga refrigerada para tubos (Sigma, Steinheim, Alemanha);
Espectrofotdmetro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Téquio, Japao);
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha);
Espectrofotdmetro de absorcéao atdmica — DMA80 (Milestone, Bergamo Italia);
Cabine de seguranca bioldgica classe I, ARIA LS48 (Tecniplast, Varese, Italia);
Microisoladores, GM 500 (Tecniplast, Varese, Italia);

Rack ventilado DGM (Tecniplast, Varese, Italia);

Geladeira e freezer -80°C (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha);
LightCycler Nano (Basel, Switzerland);

Cromatografo (Waters, modelo Alliance, Massachusetts, United States);
LabQuest (Labtest, Lagoa Santa, Brasil);

Vortex Maxi Mix Il (Thermolyne, lowa, Estados Unidos);

Observatoério de Campo aberto;

Labirinto em cruz elevada,

Labirinto em Y;

Labirinto de Barnes;

Camera USB LifeCam (Microsoft, Washington, Estados Unidos);

Racao Presence-Labina (S&o Paulo, Brasil);

Capilares vitreos heparinizados;

Microplacas de 96 pocos;

Tubos Eppendorfs, 1,5ml,

Criotubos, 2,0ml;

Tubos Falcons, 15 e 50ml;

Intrumental cirdrgico;

Ponteiras para pipetas;

Seringas;

Tubos de polipropileno para centrifuga,

Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio;

Luvas de nitrila;

Mascara e 6culos de protecao individual 3M contra risco biolégico;
Placas de petri;

Avental de algodéo;
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e Avental descartavel;

e Propés (protecao para pées);

e Toucas;

e Sacos plasticos para descarte, com simbolo de contaminante;

e AnyMaze versédo unica (Stoelting, Co, lllinois, EUA);

4.14 Reagentes e solucdes

e Cloreto de metilmercurio (Sigma, Steinheim, Alemanha);

e Ketamina - Kensol (Konig, Santana de Parnaiba, Brasil);

e Xilazina - Vetanarcol (Kénig, Santana de Parnaiba, Brasil);

¢ Kit Labstest® para dosagem de colesterol (Labtest, Lagoa Santa, Brasil);

e Kit Labstest® para dosagem de triacilglicerois (Labtest, Lagoa Santa, Brasil);

e Kit ELISA Duo-Set TNF-a (R&D Systems, Minesota, EUA);

e Kit ELISA Duo-Set BDNF (R&D Systems, Minesota, EUA);

e Kit ELISA Duo-Set MPO (R&D Systems, Minesota, EUA);

e Pierce Chromogenic Endotoxin Quant Kit (Thermo Scientific, Braunschweig,
Alemanha);

¢ RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Dusseldorf, Alemanha);

e Super Script Il (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil);

e AmpliTaqg Gold DNA Polymerase (Thermo Scientific, Braunschweig,
Alemanha);

e SYBR Green Master mix (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha);

e Primers Bax, Bcl2, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e B-actina (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil);

e Fosfato de sodio dibasico (Dinamica, Indaiatuba, Brasil);

e Fosfato de sédio monobasico (Dinamica, Indaiatuba, Brasil);

e Dodecil sulfato de sédio (SDS) 8,1% (Dinamica, Indaiatuba, Brasil);

e lodeto de acetilcolina (ACTI);

e PBS (tampé&o fosfato salino);

e HTAB 0,5%;

e HNOs 10%,;
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e KMnOg;

e H2SO0qy;

e Sulfonilamida 1%;

e Acido fosforico 5%;

e Acido acético 20%;

e Acido 2-tiobarbiturico 0,5%;

e Acido ditiobisnitrobenzoico (DTNB)

e Acido perclorico 1%;

4.15 Anélise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism (GraphPad Prism 5
Software, San Diego, CA, USA) para fazer as analises e comparac¢des. Todos os
valores foram testados para normalidade com o teste de Kolgomorov-Smirnov,
considerando p < 0,05 e verificadas as significancias nas comparacdes utilizando-se
o teste T de Student ndo pareado ou de teste de Mann Whitney para dados néo
paramétricos. Para analise de ganho de peso ao longo do experimento foi utilizado o
teste two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos
como média * erro padrdo da média (EPM). O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.
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5 RESULTADOS

5.1. Avaliacdo do peso corporal, consumo hidrico e estimativa do consumo de

MeHg no decurso do tratamento

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
agua de beber apresentaram ganho de peso significativamente maior que o grupo
controle ndo desafiado nos dias 4, 7, 10, 13, 16 e 22, porém sem alteracdo nos valores
de peso finais (Figura 9A). Os animais intoxicados apresentaram maior ganho de

peso, quando comparados com o grupo controle, p= 0,008 (Figura 9B).

Figura 9 - A. Efeito da administracéo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na curva de

ganho de peso e B. no delta de ganho de peso de camundongos C57BL6J adultos
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B
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Os valores foram expressos em média + EPM, n= 20 por grupo. A. a. p < 0,0001, b. p= 0,002 e c. p=
0,01; teste two-way ANOVA com correcdo de multiplas comparag6es de Bonferroni. B. **p=0,008; teste
T de Student ndo pareado.

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias
ndo apresentaram diferenga no consumo hidrico na média geral por animal ou na

média diéria por animal (Figura 10).
Figura 10 - Efeito da administracdo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na média
consumo hidrico e consumo hidrico diario de camundongos C 57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média £+ EPM, n= 10 por grupo. p**** < 0,0001, teste T de Student ndo
pareado.

Considerando, a média diaria individual dos animais desafiados por MeHg
(2mg/L) apresentaram valor de 4,7 mL, os 30 dias de intervencdo e a concentracao
de 2mg/L usados, tem-se um valor aproximado de 0,282 mg de MeHg consumido por
animal. Consumo total de 11,50mg de MeHg/kg de peso ou consumo diario de 0,38
mg de MeHg/kg de peso.

Ao considerarmos o calculo de conversdo de dose proposto por Reagan-
Shaw, Nihal e Ahmad, 2008, baseada na area de superficie corporal, obtemos a
correlacdo da dose administrada aos camudongos (0,38 mg de MeHg/kg diario) para

o humano de 0,031mg de MeHg/kg de peso corporal.

5.2 Avaliacdo de parametros lipidicos dos animais

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
agua de beber apresentaram niveis séricos de triacilglicerois (p= 0,01) e colesterol
total (p= 0,03) significativamente maiores que o grupo controle ndo desafiado (Figura
11).
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Figura 11 - Efeito da administracdo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na concentracao

sérica de triacilglicerois e colesterol total de camundongos C57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média £ EPM, n=5 por grupo. *p= 0,03, **p= 0,01, teste T de Student
nao pareado.

5.3 Avaliacdo da inflamacéao sistémica

A intoxicacdo por MeHg (2mg/L na agua de beber) por 30 dias causou
aumento significativo nos niveis plasmaticos de TNF-a (p < 0,0001) e MPO (p <
0,0001) e séricos de LPS (p= 0,01) em camundongos C57BL6J desafiados em
comparacao aos controles (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito da administracéo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na inflamacéo
sistémica, avaliado pela concentracao plasmatica de TNF-a e MPO e sérica de LPS
em camundongos C57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média + EPM, n= 6 por grupo. ****p < 0,0001, *p= 0,01, teste T de

Student ndo pareado.
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5.4. Avaliacdo da concentracdo de BDNF no hipocampo

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
agua de beber ndo apresentaram diferenca significativa nos niveis tissulares

hipocampais de BDNF em relacdo aos animais do grupo controle ndo desafiado (p >

0,05) (Figura 13).

Figura 13 - Efeito da administracdo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na

neuroplasticidade, avaliada pela concentracdo de BDNF no hipocampo de

camundongos C 57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média £ EPM, n=8 por grupo, p > 0,05; teste T de Student ndo pareado.
5.5. Avaliacdo da peroxidacéo lipidica no hipocampo

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
agua de beber apresentaram niveis de malondialdeido (MDA) no hipocampo
significativamente maiores que os animais do grupo controle nao desafiado, indicando

aumento significativo de peroxidagéo lipidica (p= 0,008) (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da administracéo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na peroxidagao

lipidica, avaliada pela concentracdo de MDA no hipocampo de camundongos

C57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média £+ EPM, n=10 por grupo. **p= 0,008, teste T de Student nédo

pareado.

5.6. Avaliacdo da atividade MPO hipocampal

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
agua de beber apresentaram niveis hipocampais de mieloperoxidase (MPO)
significativamente maiores que os animais do grupo controle ndo desafiado (p=0,04)

(Figura 15).
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Figura 15 - Efeito da administracédo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na atividade de
MPO no hipocampo de camundongos C57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média £ EPM, n= 8 por grupo. *p= 0,04 pelo teste T de Student ndo

pareado.

5.7. Avaliacdo da expressao génica de citocinas no hipocampo

A intoxicacdo pelo MeHg (2mg/L na agua de beber) por 30 dias induziu
menor expressao génica de IL-4 (p= 0,004) no hipocampo, porém nao determinou
diferenca significativa nas expressoes de IFN-y, IL-5, IL-6 e IL-10 (p > 0,05) (Figura
16).
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Figura 16 - Efeito da administracédo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na expressao

génica de IL-4, IFN-y, IL-5, IL-6 e IL-10 no hipocampo de camundongos C57BL6J

adultos
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Os valores foram expressos em média + EPM, n= 5 por grupo. **p= 0,004; teste T de Student ndo

pareado.

5.8 Avaliacéo da atividade da acetilcolinesterase no hipocampo

N&o foi observada diferenca nas concentracfes de acetilcolinesterase
(AChE) no hipocampo de camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg
por 30 dias na agua de beber quando comparadas aos animais do grupo controle nao

desafiado (p=0,09) (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da administracéo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na atividade da

acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo de camundongos C57BL6J adultos
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Os valores foram expressos em média £ EPM, n=8 por grupo. p > 0,05; teste T de Student ndo pareado.

5.9 Avaliagéo da concentragcdo de neurotransmissores no hipocampo

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
dgua de beber apresentaram concentracbes tissulares  hipocampais
significativamente maiores de GABA (p=0,01) e glicina (p<0,0001) e significativamente
menores de taurina (p=0,003), porém sem diferenca significativa para glutamato e

tirosina (p>0,05), quando comparados ao grupo controle ndo desafiado (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito da administracdo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na concentracao

de GABA, glicina, taurina, glutamato e tirosina no hipocampo de camundongos
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Os valores foram expressos em média + EPM, n=8 por grupo. *p= 0,01, **p= 0,003, ****p < 0,0001;

teste T de Student ndo pareado.

5.10. Avaliagdo comportamental exploratdria e locomotora dos animais

O teste de campo aberto indicou menor distancia total percorrida (p=0,02),
menor velocidade média (p=0,02) (Figura 19), menor taxa de exploracdo vertical
(rearing) (p = 0,01) e maiores registros de autolimpeza (grooming) (p = 0,01) (Figura
20) nos camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na agua

de beber quando comparados aos animais do grupo controle.
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Figura 19 - Efeito da administracdo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na exploracao

espacial no teste de campo aberto
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Os valores foram expressos em média + EPM, n= 10 por grupo. *p= 0,02; teste T de Student nao

pareado.
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Figura 20 - Efeito da administracdo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na exploracao

vertical (rearing) e autolimpeza (grooming) no teste de campo aberto
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Os valores foram expressos em média =+ EPM, n= 10 por grupo. *p= 0,01 pelo teste T de Student nédo

pareado.

5.11 Avaliacdo da memoria de trabalho pelo labirinto em Y

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
adgua de beber realizaram semelhante alternéncia entre bragos no labirinto em Y
guando comparados ao grupo controle. Significando que nao tiveram déficit na

memoria de trabalho (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito da administracao oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na memoria de

trabalho avaliada pelo labirinto em Y
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Os valores foram expressos em média £+ EPM, n= 10 por grupo. p > 0,05; teste T de Student nado
pareado.

5.12. Avaliacdo da memodria espacial e de longo prazo pelo labirinto de Barnes

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na
agua de beber apresentaram menor velocidade média no 4° dia de aquisicao (p=0,01),
porém sem diferenca significativa na distancia total percorrida ou buracos errados
checados ao longo das aquisi¢cdes no labirinto de Barnes, quando comparados ao
grupo controle ndo desafiado (Figura 22). Também néo houve diferenca significativa
entre os grupos na avaliacdo da memoria de longo prazo (probe) quando comparados
os tempos de laténcia no quadrante alvo ou demais quadrantes (Figura 23).
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Figura 22 - Efeito da administracédo oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na memoria

espacial (aquisicdes) pelo labirinto de Barnes
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Os valores foram expressos em média £ EPM, n= 10 por grupo. *p = 0,01 pelo teste two-way ANOVA

com pos teste de Bonferroni.

Figura 23 - Efeito da administracao oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na memoaria de
longo prazo (probe) pelo labirinto de Barnes
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Os valores foram expressos em média + EPM, n= 10 por grupo. Valor de p < 0,05 foi considerado

significativo pelo teste T de Student ndo pareado.
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6 DISCUSSAO

Tragédias ambientais, como as que ocorreram em Brumadinho e Mariana,
MG, que acarretaram despejo de rejeitos minerais, incluindo Hg, em leito de rios, e
por consequéncia possivel contaminagcdo crénica por MeHg, podem ter impacto
nocivo a saude das populacdes ribeirinhas a longo prazo, mesmo em baixo grau de
intoxicagdo, incluindo a populagcdo adulta e idosa, com aumento de doencas
neurodegenerativas. Modelos experimentais podem ajudar a medir melhor o impacto
da intoxicacdo com MeHg, em baixas doses e de forma crénica, contribuindo para
definir estratégias interventivas e implementacao de novas politicas publicas em areas
de maior risco.

Este trabalho utilizou doses baixas de MeHg por periodo de 30 dias em
camundongos C57BL6/J adultos, periodo maior que o usual em estudos sobre a
toxicidade deste organometal, avaliando parametros de inflamacdo sistémica e
neurotoxicidade, incluindo marcadores de estresse oxidativo e inflamag&o, no
hipocampo. Até o momento, nenhum estudo avaliou o efeito da intoxica¢éo cronica do
MeHg em baixas doses nas concentracfes de neurotransmissores no hipocampo em
camundongos adultos.

Tendo em vista que a via de administracdo oral é a principal forma de
intoxicagdo por MeHg em humanos, em nosso protocolo de intoxicagdo, o0 consumo
foi de aproximadamente 0,38 mg de MeHg/Kg/dia, um consumo reduzido quando
comparado a literatura, como no estudo de Moreira et al., (2012), no qual foi estimado
gue camundongos jovens, recebendo 40 mg/L por 21 dias na agua de beber,
consumiram 6 mg de MeHg/kg/dia. Apesar da discrepancia aparente das doses
utilizadas, os animais utilizados em nosso estudo apresentaram quadros de
dislipidemia (aumento dos niveis séricos de colesterol total e triacilglicerdis) e
inflamacéo sistémica. Além da via oral ser a principal forma de intoxicacdo mercurial
em humanos, o consumo de peixes carnivoros eleva ainda mais esse risco, pois estes
Sa0 0s organismos que mais acumulam o composto no seu organismo, devido a
estarem presentes nos niveis troficos mais altos.

A partir disto, Drude De Lacerda et al., (2016), avaliaram a concentragao
de Hg no peixe Scomberomorus cavala (popularmente conhecido como cavala) em
Fortaleza - CE, obtiveram a concentracao de 1,73mg de Hg/kg por musculo de peixe.

Ao dividirmos essa concentracdo por um peso médio normal de 72 kg para um homem
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adulto, e considerar o consumo diario de 1kg desse peixe, temos 0,024 mg de Hg/kg
de peso corporal. No presente estudo (apés calculo de conversdo de dose, sendo a
dose equivalente no humano de 0,031 mg de MeHg/kg de peso corporal) as doses
ingeridas quando comparados humanos e animais, se assemelham, indicando que
nosso modelo de intoxicacéo é realistico e potencialmente relevante para estudar o
impacto do MeHg sobre populacdes residentes em areas de risco, principalmente em
relacdo aos danos acarretados durante o envelhecimento, uma vez que mesmo em
baixas doses, nossos animais apresentaram repercussoées significativas, tanto a nivel
neuroldgico, como vascular e sistémico.

Os danos cardiovasculares como citado acima, sdo um fator importante de
risco atribuido a contaminacgéo por MeHg. Em nosso estudo, achados de aumento de
peso e das concentracdes séricas de triacilglicerdis e colesterol total nos animais
intoxicados indicam um efeito dislipidémico do MeHg e por consequéncia aumento do
risco cardiovascular, incluindo risco aterosclerético. O que corrobora com os achados
de pacientes oriundos da cidade de Minamata, Japao, em dois estudos de Yorifuji et
al., (2010), e Inoue et al, (2012), apds avaliacao de prontuarios médicos de pacientes
intoxicados a época do desastre ambiental, 1963, os autores verificaram aumento da
incidéncia de doenca aterosclerética e hipertensdo arterial (pacientes intoxicados
acima de 10 anos de idade).

Além dos estudos mencionados, modelos animais também tém
demonstrado que ha um aumento do risco para doenca aterosclerética a partir da
intoxicacdo por MeHg. No estudo de Lacerda Leocadio et al., (2020), camundongos
C57BL6/J com 10 semanas de vida, que receberam solu¢do de MeHg (20mg/L na
agua de beber) por 14 dias, apresentaram aumento da presséo sistolica e diastolica e
das concentracdes séricas de colesterol total e de HDL. Além disso, o MeHg teve acao
inibidora sobre a enzima paraoxonase (PON1) nesses animais. A PON1 € uma enzima
que regula a oxidacdo da LDL. A LDL oxidada (LDLox) é altamente aterogénica.
Corroborando com esses resultados, Jin et al., (2012), ao administrarem via gavagem
3mg de MeHg/kg de peso corporal a ratos jovens por 14 dias, observaram reducéo da
atividade da PON1, aumento das concentragBes séricas de LDLox, molécula de
adesdo intercelular 1 (ICAM 1) e proteina quimioatratora de mondcitos 1 (MCP1),
demonstrando o aumento do risco cardiovascular e disfuncdo endotelial. Aléem disso,
o estudo de Silva et al., (2020), com camundongos de oito semanas de vida,

documentou areas afetadas por lesGes ateroscleréticas e regibes de estenose na
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aorta, compativeis com doenca aterosclerdtica, apds serem submetidos a cirurgia de
constricdo caroétida, e intoxicacdo com MeHg (20mg/L na agua de beber) por 15 dias.
Os achados corroboram com os dados encontrados no presente estudo, onde foi
observado aumento de peso e das concentracdes séricas de triacilgliceréis e
colesterol total nos animais intoxicados indicam um efeito dislipidémico do MeHg e por
consequéncia aumento do risco cardiovascular, incluindo risco aterosclerotico. A
alteracéo de peso dos animais intoxicados ao longo dos 30 dias indica atividade pro-
obesogénica do MeHg. Esse achado pode estar relacionado a presenca de alteractes
hormonais provocadas pelo MeHg, que podem ser mais acentuadas em
camundongos adultos. Um efeito enddcrino do Hg que pode estar associado ao ganho
de peso € a desregulacdo de horménios tireoidianos.

Além dos possiveis danos sistémicos relatados, inclusive a nivel
neuroldgico, a partir da intoxicacdo por MeHg, uma vez o composto é absorvido no
trato gastrointestinal, € possivel observar uma grande quantidade de eliminacao pelas
fezes e urina (MADEJCZYK et al., 2007b; PRINCE et al., 2014b), o que desencadeia
alteracdes na microbiota intestinal e na fisiologia do trato gastrointestinal como um
todo (JIANG et al., 2018; ZHAO et al., 2020).

Como visto em estudo de Matos et al., (2020), no qual foram documentadas
alteracdes na barreira epitelial intestinal apos intoxicacao por MeHg (20mg/L na agua
de beber por 21 dias). O dano ao epitélio intestinal pode estar associado ao aumento
da translocacao bacteriana e elevagao dos niveis circulantes de LPS. Maiores niveis
séricos de LPS e plasmaticos de TNF-a e MPO, apds intoxicagdo por MeHg, em
camundongos adultos, encontrados neste trabalho sugerem endotoxemia, de causa
intestinal. Esta explicacdo é plausivel e é sustentada pelo fato de que os animais
utilizados no estudo permanecerem em biotério de barreira, livre de contato externo
(NB1) e com alto rigor sanitario. Ou seja, ndo apresentavam uma fonte secundaria
para a inducao da translocacao bacteriana.

MeHg pode alterar a composi¢cédo da microbiota intestinal, com alteracéo da
razao Firmicutes/ Bacteroidetes (RUAN et al., 2019). Achado também visto no uso de
antibidticos, agentes imunossupressores e doengas cronicas intestinais, se
relacionando positivamente com obesidade, outro fator associado ao aumento do risco
aterosclerotico (BHAT et al., 2017; INDIANI et al., 2018; LACERDA LEOCADIO et al.,
2020).
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O aumento na populacdo de Bacteroidetes (em sua maioria Gram
negativas) pode estar associado ao aumento de LPS induzido pela intoxicacéao
mercurial, conforme publicou Zhang et al., (2019). Associado a isso, Rothenberg et
al., (2016), perceberam que mulheres gravidas expostas ao MeHg tinham o tipo
Akkermansia aumentado. Essas bactérias estdo associadas com a reducdo na
camada de muco intestinal, alteracdo frequentemente associada a inflamacéo
intestinal e danos na barreira intestinal (BERGSTROM et al., 2010).

Como resposta ao dano na barreira intestinal e aumento de LPS circulante,
ocorre neutrofilia. Um dos elementos mais relatados sobre a acao neutrofilica € a acao
oxidativa desempenhada pela enzima MPO, presente em granulos azuréfilos de
neutréfilos e monécitos (ERDAMAR et al., 2007). A acdo da MPO é mediada pela
ligagdo com H202 (MPO - H202), formando um composto oxidativo. A MPO - H202
induz a formacao de um forte agente oxidante, o acido hipocloroso (HOCI), que atua
modificando a estrutura de lipidios e proteinas, amplificando a cascata de inflamacgéo
(KLEBANOFF, 2005; SEIDEL; HUEBBE; RIMBACH, 2019). Um dos elementos
responsaveis pela regulacdo da agdo oxidativa do HOCI é taurina. Em cobaias adultas
Erdamar et al, 2007, administraram de forma concomitante taurina (300 mg/kg) e LPS
(4 mg/kg) em dose Unica via i.p. Os autores observaram que a administracdo da
taurina reduziu a concentracdo de MPO e NO2- em leucécitos polimorfonucleares
(neutrdfilos) no sangue periférico em comparacéo ao grupo que recebeu apenas LPS,
sugerindo um efeito anti-inflamatorio induzido pela administracéo exdgena de taurina
em modelo de endotoxemia.

A taurina tem acdo anti-inflamatoria relacionada com o HOCI, reagindo e
formando o composto taurina cloroamina (TauCl). Apos a apoptose dos neutrdfilos, a
TauCl é absorvida por macréfagos, sendo menos téxica a célula que o HOCI e atuando
como sinalizadora nuclear da via Nrf2-Keapl (KIM et al., 2010). A translocacao
nuclear de Nrf2 é responsavel pela ativacéo de genes relacionados a transcricdo de
enzimas antioxidantes, reduzindo a apoptose celular, niveis de H202 e aumentando
as concentracdes de GSH em macrofagos (PIAO; CHA; KIM, 2011). Outra atuacdo da
taurina como reguladora da atividade oxidativa é pela sua interagdo com a complexo
| da cadeia de elétrons mitocondrial. A reducdo das concentracbes de taurina se
relacionou com o aumento da reducao de O2 em O2- (JONG; AZUMA; SCHAFFER,
2012).
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Outra consequéncia da translocacdo bacteriana e endotoxemia é a
neuroinflamacéo decorrente. Uma das vias de neuroinflamacéo € o comprometimento
da BHE induzido pelo LPS (BANKS et al., 2015), podendo afetar a neurogénese
(VALERO et al., 2014). Injecéo periférica, com Unica dose de LPS (10 mg/kg i.p.), em
ratos com oito semanas de idade, foi suficiente para induzir aumento da
permeabilidade de BHE, com aumento de 3-amiloide no hipocampo, além do aumento
das concentracdes séricas de IL-13, IL-6 e TNFa (TOWNER et al., 2018; WANG et
al., 2018a; KIRK et al., 2019). Em nosso trabalho, a BHE néo foi investigada, mas sua
alteracdo € plausivel, como resultado da inducédo de intoxicacdo por MeHg, porém
mais estudos s8o necessarios para investigar essa possibilidade, utilizando o mesmo
protocolo de intoxicagao.

O aumento dos niveis de MPO e maior peroxidacgéo lipidica (MDA) devido
a intoxicacdo pelo MeHg, encontrados neste estudo, podem ser consequéncia da
inflamacéo sistémica com aumento de LPS circulante. O possivel efeito deletério do
MeHg na barreira intestinal pode induzir aumento da translocagéo bacteriana limen-
sangue (SPADONI et al., 2015).

A peroxidacao lipidica pode ser induzida com o transporte do MeHg para o
interior das células no hipocampo, levando ao dano a membrana mitocondrial,
reduzindo seu potencial de membrana e impedindo a cadeia transportadora de
elétrons, levando a um aumento do influxo de K+ (LIMKE; ATCHISON, 2002; GARG;
CHANG, 2006), liberacao de citocromo C no citosol (evento pré-apoptético via
caspase 9) e aumento da liberacdo do anion superoxido (O2-), por meio de acéo de
oxirreducdo da NADPHox (KLEBANOFF, 2005; MORI; YASUTAKE; HIRAYAMA,
2007a).

Alteracdes na cadeia transportadora de elétrons ocorre devido ao acumulo
de mercurio inorganico (iHg) no interior das mitocéndrias. Mailloux, Yumvihoze e Chan
(2015), demonstraram que em mitocOndrias isoladas, a partir de culturas de
neuroblastoma humano, o aumento da producdo de O2 (Complexos I, Il e Il
mitocondrial) foi relacionado ao aumento da desmetilacdo do MeHg, gerando iHg.
Sugerindo aumento da concentracdo de iHg no interior da mitocondria e o
comprometimento da membrana mitocondrial. O aumento da conversdo de MeHg
para iHg também foi relacionado ao aumento da toxicidade celular, uma vez que
possui baixa capacidade de transpor a bicamada lipidica e continua tendo afinidade
por grupamentos tiol (FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011).
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O processo de intoxicacdo por MeHg induz o aumento das concentracdes
intracelulares de H202. Esse aumento se relaciona com a inibicdo da enzima GPx
pelo MeHg, reduzindo a ag&o antioxidante mediada pelo GSH (FARINA et al., 2009;
FRANCO et al., 2009a). O MeHg também se liga diretamente as moléculas de GSH,
formando o complexo GSHgCH3, podendo ser transportado para o meio extracelular
pelos transportadores proteinas multidrogas resistentes (MRP), uma forma de retirar
0 MeHg no meio intracelular (RUSH et al., 2012).

Como resultado do aumento de EROs, ocorre a oxidagdo de membranas
celulares e proteinas. A partir da oxidacdo da dupla camada fosfolipidica, ocorre a
liberacdo de produtos primarios, como hidroperoxidos lipidicos, e secundarios, como
diferentes tipos de aldeidos. Dentre esses produtos secundéarios, estdo o
malondialdeido (MDA), propanal, hexanal, 4-hiroxinonenal. Sendo o MDA o mais
mutagénico deles e mais usado como marcador de peroxidacdo lipidica
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).
Mesmo em baixas doses, 0 MeHg administrado foi capaz de induzir a peroxidagao
lipidica no hipocampo de camundongos adultos.

O aumento da concentracdo de MPO no hipocampo de animais
intoxicados, observado em nosso estudo, pode ser devido a ativacdo da micréglia
induzida pelo LPS periférico, em resposta a uma endotoxemia de origem intestinal.
Recentemente, foi identificado que a micrdglia ativada pode sintetizar e liberar MPO
no tecido cerebral (RAY; KATYAL, 2016). Aslankoc et al., (2018), ao injetarem Unica
dose de LPS (5mg/kg ip) em ratos Wistar, 12 meses de vida, encontraram aumento
de infiltracdo neutrofilica e aumento da expresséao de IL-6 e caspase-3 no cerebelo e
hipocampo. O desafio com LPS induziu comprometimento da BHE nesses animais
idosos e dessa forma possivel aumento de MPO de origem neutrofilica no cérebro.

A presenca de HOCI derivado da acdo da MPO no tecido cerebral esta
associada ao dano na BHE, prejudicando a funcionalidade de lipoproteinas de
membrana e induzindo a ativacdo da eNOS (ARNHOLD; FLEMMIG, 2010). Estudos
tém mostrado que niveis circulantes de MPO pode induzir o aumento da
permeabilidade da BHE, com neuroinflamacéo, afetando a unidade neurovascular,
com alteragdes nas tight junctions das células endoteliais (HUH et al., 2011; ULLEN
et al., 2013). Nao sabemos se nosso estudo com animais de 3-4 meses de idade, a
endotoxemia-induzida pelo MeHg é capaz de alterar a BHE e causar infiltragdo

neutrofilica e ativacdo microglial. Mais estudos sdo necessarios para confirmar qual a



93

contribuicdo da micréglia e de neutrofilos no aumento das concentracées de MPO no
hipocampo no nosso protocolo.

Uma comunicacgdo microglia-astrocito-neurdnio pode ocorrer por aumentos
dos niveis de IL-6 no hipocampo. Essa via de comunicacdo dependente de IL-6 foi
demonstrada por Shinozaki et al., (2014), em culturas de células desafiadas com
concentracfes de MeHg abaixo de 1uM, e verificada sinalizacdo microglia-astrécito
por ATP, com ativagdo dos receptores P2Y1 astrocitarios, promovendo a liberacao de
IL-6 no meio como sinalizagdo anti-inflamatoria, astrécito-neurénio. Essa via poderia
ter uma acdo compensatéria neuroprotetora para reduzir os niveis de MPO no
hipocampo, porém néo foi identificado o aumento da atividade transcricional de IL-6
no hipocampo apoés desafio pelo MeHg em nosso estudo.

Apesar da via de sinalizacdo mediada por IL-6 parece nao ter sido alterada
nos animais desafiados por MeHg em nosso estudo, foi observada reducdo da
expressao génica de IL-4 no hipocampo. A IL-4 tem sido relacionada com a modulacao
do LTP e da inflamacéo.

A IL-4 é uma citocina com agéo prioritariamente anti-inflamatoria secretada
por células Th2. A entrada de IL-4 no tecido cerebral pode ocorrer por difusdo atraves
dos poddcitos astrocitarios, apos sua liberacéo por células Th2 presentes no liquido
cerebroespinhal (ENGELHARDT; RANSOHOFF, 2005). Se liga ao receptor a de IL-4
(IL4Ra), sendo mimetizada por IL-13 em alguns processos, presente em neurdnios e
células da glia hipocampais (MAHER; NOLAN; LYNCH, 2005).

Sua via de sinalizacao intracelular é mediada pela fosforilacdo de janus
quinase 1 (JAK-1) e do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 6 (STAT-6). A
sinalizacdo nuclear de STAT-6 se associa a transcricdo de proteinas como o BDNF,
o fator de crescimento neuronal (NGF), expressos pelos astricitos, GATA3 (associado
ao aumento da expressao de células Th2), que se relaciona com a liberacdo de IL-4
(LEE et al., 2003; GOENKA; KAPLAN, 2011). Por sua vez, JAK-1 fosforila os
substratos 1 e 2 para receptores de insulina, se associando com a sobrevivéncia e 0
crescimento celular pela ativacdo das vias PI3/AKT e PKB/mTOR (LUZINA et al.,
2012).

O processo de envelhecimento estd diretamente relacionado com a
reducado da fosforilagdo de STAT-6, e consequente reducdo da transcricdo de BDNF
e da propria IL-4. A reducdo desses sinalizadores celulares foi relacionada com a

reducdo da fosforilacdo das quinases extracelulares reguladoras de sinalizagao
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(ERK). A atividade dessas quinases esta ligada a manutencdo do LTP e no
processamento e consolidacdo da memoria (MAHER; NOLAN; LYNCH, 2005; NOLAN
et al., 2005).

Estudo com ratos Wistar avaliou o processo de envelhecimento,
documentando aumento nas concentracdes de IL-1B e IL-6 no hipocampo de animais
com 22 meses de vida quando comparado com animais com 4 meses, reduzindo as
de IL-4, e prejuizo na manutencdo do LTP. Esses autores ao submeter cultura de
células hipocampais ao desafio por LPS observaram reducdo da expressao de IL-13
apos adicéo de IL-4 (MAHER; NOLAN; LYNCH, 2005).

Zhao et al., (2019), desafiaram camundongos C57BL6/J, com trés meses
de vida, com dose de LPS (500ug/kg e 750ug/kg ip) por sete dias consecutivos e
verificaram aumento nas concentracdes séricas e do tecido cerebral de IL-1B3, TNF-a
e reducdo de IL-4 e IL-10, demonstrando quadro de inflamacédo sistémica e
neuroinflamacédo. Além da variacao na concentracao de citocinas, os autores também
perceberam aumento na contagem de células imunomarcadas positivamente para 3-
amiléide1-42. Os animais desafiados por LPS apresentaram maior tempo de laténcia
no labirinto aquatico de Morris e prejuizo no teste de esquiva passiva, demonstrando
prejuizo cognitivo e de aprendizado.

Por sua vez, Nakamura et al., (2016), desafiaram camundongos BALB/c,
dois meses de vida, com intoxicacdo oral por MeHg em baixas doses (0,02 ou 1,0
mg/kgxdia-1), totalizando 30 processos de gavagem ao longo de seis semanas. O
total ingerido por esses animais foi de 0,6 e 30mg/kg de MeHg ao final do protocolo
de intoxicagéo, visando avaliar a influéncia do MeHg em baixas doses na resposta
imune da células Th2. A exposicdo ao MeHg, em baixas doses, nao foi suficiente para
alterar a resposta imune de células Th2. O estudo também avaliou o efeito do MeHg
em animais previamente sensibilizados com a administracdo oral de ovoalbumina,
mimetizando efeitos de alérgenos alimentares, com elevacdo sérica de citocinas e
anticorpos oriundos das células Th2, como IgE, IgG, IL-13 e IL-4. Os animais
concomitantemente desafiados com MeHg tiveram menores ou inalteradas
concentracdes de IgE, IgG1, IL-13 e IL-4, além disso, nas doses de 1mg/kg/dia houve
aumento da concentracao sérica de IFN-y, fator envolvido na inibigado da resposta de
Th2. Os autores entdo sugerem que o MeHg, em doses moderadas (1 mg/kg/dia),
pode ter efeito depressor da resposta de Th2 (NAKAMURA et al., 2016).
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Como um dos principais mediadores inflamatorios neurais, temos a
microglia. Diferente de outros macréfagos tissulares, as subpopulacdes microgliais
possuem papel crucial na homeostase cerebral, como por exemplo, a partir da
expressdo de receptores dos neurotransmissores, como 0S receptores
glutamatérgicos ionotrépicos AMPA e NMDA, e do receptor metabotrépico mGlutR2.
Além de receptores glutamatérgicos, € também capaz de expressar receptores para
GABA, Dopamina e ACh, sendo um recurso utilizado para monitoramento do
microambiente cerebral (COLONNA; BUTOVSKY, 2017). Seus padroes de
comportamento sdo muito dindmicos, podendo alternar entre ativacdo e inativacao
rapidamente, caso estimulada (COLONNA; BUTOVSKY, 2017; DHEEN; KAUR; LING,
2007).

Nas ultimas décadas, tem se observado que a presenca de IL-4 induz uma
modificacdo do fenétipo de macréfagos e microglia para M2, além de uma reducéo da
producao de antigenos de MHC Il induzidos por IFN-y, estimulando dessa forma, uma
resposta anti-inflamatéria local (HE et al., 2020; SUZUMURA et al., 1994).

Boccardi et al., (2019), em estudo com 353 pacientes com diagndstico
positivo para Alzheimer, verificaram que a reducéo de IL-4 sérica estava relacionada
com a redugao do volume hipocampal. O aumento de placas B-amiléide no cérebro é
uma caracteristica patogenomonica da doenca de Alzheimer. Shimizu et al., (2008),
observaram que na presenca de IL-4, culturas de células microgliais apresentaram um
clearance de B-amiloide, sugerindo um efeito neuroprotetor mediado pela microglia.
Dessa forma a reducéao transcripcional de IL-4 no hipocampo em nosso estudo, apos
desafio com MeHg em camundongos adultos, pode indicar comprometimento da
capacidade neuroprotetora na neuroinflamacéao relacionada ao MPO.

Ting et al., (2020), demonstraram um efeito neuroprotetor da microglia em
culturas primarias de neurénios do cortex cerebral de ratos Sprague-Dawley. Quando
induzidos & excitotoxicidade, por adicdo de glutamato, esses neurdnios apresentaram
maiores concentracdes de IL-4, demonstrando que o0 neurdnio também é capaz de
sintetizar e liberar IL-4 como sinalizador. Quando essa cultura foi exposta a células da
microglia, foi verificada alteracdo do fenotipo da micréglia, para M2. A acdo da
micréglia-M2 reduziu o efeito excitotdxico induzido pelo glutamato (TING et al., 2020).

He et al., (2020), avaliaram o efeito da administracéo de IL-4 sobre células
microgliais e macréfagos, e possiveis repercussdes sobre a mudanca fenotipica de

subpopulac¢des M1 para M2, em um modelo in vitro e em camundongos acometidos
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por hemorragia intracerebral. Os animais tratados com injecbes contendo IL-4,
apresentaram uma reducéo nos niveis citocinas inflamatoérias relevantes, além de uma
reducdo no edema cerebral e na formacdo de hematomas. A nivel celular, foi
observado uma alteracdo da microglia para o fenétipo M2, com envolvimento direto
davia JAK1/STATG6 no processo, especificamente em resposta a hemorragia induzida,
estimulada pela presenca da IL-4, tendo-se observado uma neuroprotecédo promovida
pelas células microgliais, com repercusséao anti-inflamatdéria e anti-apoptotica.

Corroborando com os achados de Tang et al., (2015), em estudo no qual
observou-se subpopulacdes M2 de microglia induzindo respostas anti-inflamatérias,
com importante relacdo da presenca de células M1/M2, uma vez, que por exemplo,
na doenca de Alzheimer, ha um aumento da subpopulacdo microglial M2, porém com
um aumento concomitante da subpopulagéo M1.

Lesbes na medula espinhal induziram aumentos nos niveis teciduais de
TNF-a, IL-18 e IL-6, que foram reduzidos pela injecéo via i.p. de taurina, sugerindo
efeito neuroprotetor (NAKAJIMA et al., 2010). Da mesma forma, Niu et al., (2018),
observaram que em co-culturas de neurdnios e astrocitos a suplementacdo com
taurina, apos dano mecanico as células, induziu reducéo das concentracdes de MDA
e aumento de GSH, bem como aumento da atividade de SOD e catalase. Também
verificaram reducdo das concentracfes de TNF-a e IL-6 e da expressao génica de
caspase-3 e bax, além de aumento de bcl-2.

Yuan e Atchinson (1997, 1995), demonstraram, em fatias de hipocampo,
gue o MeHg em baixas doses € capaz de bloquear receptores GABAA e GABAB. Com
o blogueio dos receptores aumentou a biodisponibilidade de GABA na fenda sinaptica,
porém sem alterar a neurotransmissdo glutamatérgica (YUAN; ATCHISON, 1995,
1997b; FONFRIA; RODRIGUEZ-FARRE; SUNOL, 2001; HERDEN et al., 2008).
Resultados que corroboraram com nosso estudo, no qual a intoxicacdo por MeHg
aumentou as concentragdes de GABA no hipocampo, também n&o sem alteracdo das
concentracbes de glutamato. O efeito do MeHg sobre os receptores GABAA se
relacionam com a alquilacéo de grupamentos tiol de residuos de cisteina no receptor,
modificando a conformac¢do do mesmo, alterando assim o fluxo de Cl- e a polarizacao
da membrana neuronal (FONFRIA; RODRIGUEZ-FARRE; SUNOL, 2001).

Parte dos estudos envolvendo a interagcdo do MeHg com os receptores
GABAérgicos foram desenvolvidos em fatias de cerebelo. Enquanto nas fatias de

hipocampo 0 MeHg tinha potencial de inibir correntes inibitorias pds-sinapticas (IPSC),
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no cerebelo essa inibicdo era dependente de dose e tempo de exposi¢cao maior. 1Sso
se deve em parte pela maior sensibilidade das fibras que inervam o hipocampo.
Axbnios de neurdnios piramidais seriam mais sensiveis que parte das fibras que
inervam o cerebelo (apesar das células de Purkinje serem sensiveis ao MeHg, as
fibras trepadeiras sdo mais resistentes). Por isso, Yuan e Atchinson (2007), afirmam
gue os resultados que obtiveram em estudo com fatias de hipocampo néo séo
comparaveis em dose e tempo de resposta com os obtidos em fatias de cerebelo
(YUAN; ATCHISON, 1995, 1997a, 2003, 2007).

Estudos envolvendo o impacto do MeHg na acdo da glicina ou na
expressao de seus receptores ndo sao conclusivos. A esparsa informacao obtida de
outros trabalhos afirma que o mercurio, em varias apresentacdes, reduz a
biodisponibilidade de glicina no organismo de peixes (SASTRY; RAO, 1982). Porém
ao analisar fatias de cerebelo de camundongos expostas a doses crescentes de MeHg
(10, 20 e 50uM), Reynolds e Racz (1987), perceberam aumento nas concentracdes
de glicina. Corroborando com esses resultados, Hirayama, Inouye e Fujisaki (1985),
avaliaram a concentracdo de glicina no cerebelo, cortex cerebral e medula espinhal
de camundongos expostos por 20 dias a dose de 5mg de MeHg /kg/dia. As
concentracfes de glicina estavam elevadas no cerebelo de animais atéxicos e na
fracdo sinaptosomal da medula em animais ndo ataxicos.

Além da acédo inibitéria junto ao LTP pode ser desempenhada pelo
neurotransmissor GABA e, mais recentemente descoberto, também pela glicina. Em
fatias de hipocampo de ratos jovens e adultos foi percebida a acao inibitoria da glicina,
modulando o LTP, semelhantemente a acdo desempenhada por GABA (ZHANG et
al., 2008a).

O prejuizo na sinalizacdo GABAérgica pode afetar memoéria e
neuroplasticidade, com a¢des no processo de neurogénese a partir de células tronco
neurais (NSC). Células-tronco neurais positivas para Hes5, produzem progenitores
intermediarios que dao origem a neuroblastos, 0os quais cessam o ciclo celular antes
de diferenciarem-se em neurdnios granulares. A inibicdo genética e/ou farmacoldgica
dos receptores GABAB aumenta a proliferacdo de células-tronco Hes-5 positivas. Os
dados presentes na literatura apontam para um papel inibitorio dos receptores GABAB
sobre a neurogénese em adultos, promovendo quiescéncia de células-tronco neurais
presentes no GD, através de mecanismos independentes de canais ibnicos

(GIACHINO et al., 2014). Ja os receptores GABAA, estdo presentes em células-tronco
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neurais quiescentes semelhantes a glia radial, (do inglés, radial glia-like quiescent
neural stem cells ou RGLS), presentes no GD de adultos, atuando mediadores em
situacdo de estresse e/ou trauméticas, além de respostas tdnicas ao GABA. (ARDI et
al, 2019; SONG et al., 2012).

O aumento das concentracbes de GABA e glicina encontrados nos
camundongos desafiados por MeHg, sugerem regulacao inibitoria do LTP. Porém, ndo
foi identificado déficit cognitivo apds avaliacdo de memaria de trabalho, espacial ou
de aprendizado. Sugerindo que, apesar de potencialmente nocivas, no momento nao
foram capazes de induzir alteracBes no comportamento de memaria dos animais. Os
déficits de exploracdo/locomocdo espontanea encontrados em nosso estudo estdo
mais relacionados com a funcéo cerebelar que a fungdo no hipocampo. Porém, ndo
podemos descartar que mais tempo de exposicdo ao MeHg (que testado nesse
estudo) possa levar a alteracdes significativas nos testes de memoria.

Muitos estudos se detiveram na avaliacdo do impacto cognitivo e motor
induzido pelo MeHg (GRANDJEAN et al., 2014). Essa observacao teve inicio com 0s
casos de desordens motoras e doengas neurodegenerativas induzidos pela Doenca
de Minamata, o primeiro grande caso de intoxicacdo por MeHg amplamente estudado
(O'MALLEY, 2017).

As alteracdes motoras por intoxicacdo do MeHg foram identificadas no
estudo de Christinal-Sumathi et al. (2013a), com reduc¢éo da quantidade de células de
Purkinje e reduzida quantidade de DNA no cerebelo, sugerindo redu¢ao na quantidade
de células.

Com o desafio via i.p., os animais desafiados por MeHg apresentam
prejuizo na memoaria de trabalho - labirinto em Y - e de coordenacdo motora — Rota
Rod - (Img/kg/dia de MeHg por sete dias a ratos, 150 g) (ZAHIR et al., 2006), também
foi observado prejuizo em teste de memdria espacial e aprendizado - labirinto de
Morris - e no teste de reconhecimento de novos objetos (5ug/kg/dia de dimetilmercurio
por 36 dias em ratos, com seis semanas de idade) (KIM et al., 2019).

Nos estudos com administragdo oral de MeHg (5mg/kg/dia de MeHg via
gavagem por 21 dias em ratos, com 8-10 semanas de vida) os animais intoxicados
apresentaram déficits na locomocao - teste de campo aberto; memdéria de trabalho —
labirinto radial de 8 bragos (CHRISTINAL; SUMATHI, 2013a), memaria espacial e
aprendizado — labirinto de Morris - e teste de reconhecimento de novos objetos
(KRISHNA CHANDRAN et al., 2019). Os autores também verificaram reducdo da
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guantidade de células de Purkinje e reduzido volume de DNA no cerebelo. Indicando
reducdo na quantidade de células. Semelhantemente, encontramos niveis elevados
de peroxidacdo lipidica, associada com reducdo das concentracfes de IL-4, o que
pode significar uma resposta inflamatéria agucada no hipocampo, requerendo de
confirmacéo a nivel cerebelar.

No estudo de Kendricks et al., (2020a), utilizando ratos com 21 dias de vida
intoxicados com doses de 0,5 e 5,0mg/L de MeHg por 39 dias, esses autores
observaram déficits na memodria de curto prazo a medida que a dose de MeHg
aumentou. Os pesquisadores administraram d-anfetamina, agonista dopaminérgico, a
fim de verificar a influéncia desse sistema na reducdo da memdria de curto prazo, e
perceberam melhora nos animais que receberam de forma concomitante d-anfetamina
e MeHg via oral, sugerindo envolvimento da via dopaminérgica no processo cognitivo
dos animais apos intoxicacdo por MeHg (KENDRICKS et al., 2020; KENDRICKS;
BOOMHOWER; NEWLAND, 2020). Em nosso trabalho ndo foram verificadas
alteracbes da atividade da AChE no hipocampo, uma enzima envolvida no
catabolismo da acetilcolina.

Em nosso trabalho, a intoxicacdo por MeHg em baixas doses em
camundongos adultos causou inflamacao sistémica e endotoxemia, com aumento dos
niveis de MPO circulantes. A liberagdo de MPO derivada de neutréfilos pode aumentar
a permeabilidade da BHE (ULLEN et al., 2013) e causar ativacdo da microglia. A
microglia ativada pode liberar MPO no hipocampo, aumentando 0 processo
neuroinflamatorio.

Especulamos que a reducdo das concentracdes de taurina enddégena no
hipocampo dos animais desafiados, tenha sido por seu envolvimento em reagdes
antioxidantes e atividade neuroprotetora, como resposta compensatéria as elevacoes
de MPO. O composto formado, apds reacdo com o HOCL, de taurina cloroamina
(TauCl), pode néo ter sido detectado pelo HPLC, explicando a reducdo de taurina
endogena.

Recentemente, Wang et al., (2021), mostraram que a administracao
periférica de taurina pode diminuir a atividade inflamatoria de microglia e evitar morte
neuronal no hipocampo. Além disso, a reducdo das concentracfes de taurina nos
neurdnios hipocampais in vitro pode se relacionar com o0 aumento do processo
inflamatorio e maior dano celular, bem como a alteracdo do metabolismo do Ca2+ na

fenda sinaptica pela regulacdo de quinases e fosfatases (LAMBERT, 2004; EL
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IDRISSI, 2008a). Dessa forma, a liberagéo de taurina por neurdnios e por astrocitos,
gue também podem liberar taurina (SARANSAARI; OJA, 2008) poderia ter um efeito
neuroprotetor no hipocampo na intoxicagao induzida pelo MeHg em nosso modelo.
Mais experimentos sdo necessarios para confirmar essa hipétese. Esse efeito
neuroprotetor pode ter resguardado a memadria dos animais, apds intoxicacdo pelo
MeHg, ja que os animais desafiados do nosso estudo ndo exibiram déficits cognitivos
detectaveis pelo teste de Barnes.

Em suma, este estudo sugere que a intoxicacao por MeHg em baixas doses
em camundongos adultos tem efeito pré-obesogénico e dislipidémico, além de induzir
inflamacéo sistémica com endotoxemia de possivel origem intestinal, e alteracdo da
microbiota intestinal (disbiose). Ainda, a intoxicagdo de MeHg induziu reduzida
transcricdo de IL-4 e alteragcdes nas concentracdes de GABA, glicina e taurina,
neurotransmissores relacionados ao controle do potencial inibitérios. Ndo foram
identificadas alteracbes de memodria nos testes comportamentais utilizados. Esse
achado pode ser explicado parcialmente pela possivel acdo neuroprotetora da taurina
enddgena no hipocampo (Figura 24).

Figura 24 - Proposta da acéo neuroprotetora da taurina na inflamacao mediada pela

MPO apés intoxicacdo por MeHg em baixas doses.
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De que forma as alteracGes dos niveis de neurotransmissores inibitérios
no hipocampo afetam o comportamento de locomocé&o espontanea ainda precisa ser
melhor entendido. Além disso, como esses efeitos de longo prazo podem determinar
0 aparecimento precoce de doencas neurodegenerativas precisa de maior
investigacdo. Esse estudo apresenta algumas limitacdes, incluindo a analise mais
detalhada da sinalizacdo neurotransmissora no hipocampo e expressdo de
receptores, além da investigacdo morfologicas de células imunoinflamatdrias e vias
de sinaliza¢éo imunoprotetoras, como da IL-4. Contudo, esse estudo € o primeiro que
aborda o efeito sistémico e neurotéxico do MeHg em baixas doses em camundongos
adultos (ver mapa geral de resultados em Apéndice A).

Estudos da neurogénese do adulto, barreira hematoencefélica e ainda
possivel desafio com LPS deverdo ser investigados, juntamente com o sugerido
mecanismo neuroprotetor de taurina no hipocampo, apds a intoxicacdo crénica em
baixa doses de MeHg em camundongos adultos. Esses estudos podem ter um papel
significativo na compreensao do impacto de longo prazo da intoxicagdo mercurial em
populacdes ribeirinhas, expostas cronicamente a esse organometal, e dessa forma
contribuir para politicas de saude publica, com planejamento de medidas preventivas
e de novas estratégias de tratamento.

O presente estudo apresenta limitacbes em relacdo aos métodos
experimentais da analise de aminoacidos no hipocampo. A realizacdo de eutanasia
sem sedativo n&o € indicada pela Comité de Etica para Uso Animal. Todos 0s grupos
passaram pelo mesmo procedimento. E possivel que mesmo em quantidade pequena
a injecdo com anestésicos tenha causado alteracdes nos niveis de aminoacidos

hipocampais in vivo, quando comparado aos valores em homeostasia.
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7 CONCLUSAO

o A intoxicacdo mercurial com 2mg de MeHg/L de agua de beber por 30 dias
induziu aumento do ganho de peso nos animais experimentais.
o A intoxicagcdo mercurial induziu efeito dislipidémico nos animais, aumentando

as concentracdes sérica de triacilglicerois e colesterol total.

o A intoxicagdo mercurial induziu endotoxemia e inflamag&o sistémica nos
animais.
. A intoxicacdo mercurial induziu peroxidacgédo lipidica e aumento dos niveis de

mieloperoxidase no hipocampo, sugerindo dano celular e ativacao microglial.

o A intoxicacdo mercurial induziu aumento dos aminoacidos GABA e glicina no
hipocampo, sugerindo distarbio da neurotransmissao inibitéria.

o A intoxicacdo mercurial reduziu os niveis do aminoacido taurina no hipocampo.
o Houve prejuizo locomotor dos animais intoxicados, com diminui¢éo da distancia
total percorrida, velocidade média e exploracéo vertical no teste de campo aberto.

o A intoxicagdo mercurial ndo alterou os escores de memoria de trabalho,

memoria espacial e de aprendizado no teste de Barnes.
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INTRODUCTION

Mercury (Hg) is a well-recognized bichazard for the nervows system. Methylmercury (MeHg!
is an organic methviated form of Hg. highly toxic to humans, tergeting the brain, as MeHg is
rapidly absorbed, and easily reaches and crosses the blood-brain barrier (Takaheshi et al., 2017).
Neuroiogical symptoms may vary from acute motor and visual effects to marked behavioral and
pavchistric alterations. At higher neurotoxic levels, MeHg can lead to Irreversible coma and,
ultimately, death, [t has been highlighted tha: MeHg kong-term end low-grade toxicity may be
associated with nevrodegenerative disorders and perhaps a direct cawsality for Alzhelmer’s disesse
[(Siblerud et al, 2019).

Although MeHg harmful effects to the brain heve been thoroughly documented in the
literature, such as Increased cxddative siess and mitochondrie]l dyvsfunction, halted glutamate
upteke by astrocytes and overt ghutemate excitotoxicity, and activation of newronal apoptosis
cascedes (Antunes dos Santos et el, 2016}, less & known how MeHg afects the hippocempal
neurogenic niche.

Hence, In this opinicn paper, we summarize up-to-date literature addressing MeHg effects
on the intestinal microbiote, a key plaver influencing MeHg bicavailability and MeHg induction
of intestinel dysbicsis (and vice-versa), and related intricate mechanims during homecstssis
and disease statwes. In addition, we discuss possible weys how MeHg may affect hippocempal
neurogenesis and the potential lesting comsequences for brain neurcdegeneration,

INTESTINAL MICROBIOTA IS AFFECTED BY MeHg

2 mammals, the intestinal microbiota & first acquired either by contact with maternal skin {if a
cesarean labor} or directly meternal microbiota transfer (if by vaginal labor} immediately after birth
(Shecetal, 20191 and throegh bresst milk feeding (Pannaraj etal., 2007 ). The intestinal microbiot
diversity Is highly dynamic in the fisst vears of post-matel lite, until it reaches its “adulthood-like”
cheracteristics in early childhood (Oridetal, 2015}, The fizst 2-vears of lite is also & time window tor
important early post-matel brain plasticity events, such as active synaptogenesis, myelination, and
neurogenesis (Letel and Dweoni, 2018), Moreover, enteric infections may prevail early in life when
irdividuals are exposed to enteric pethogens and pathogenic bacteria, especially in unprivileged
settings of the developing world, where poor sanitation amd hvglene much often oocurs
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Neurogenesis: Is the Worst Yet to
Come From Recent Brazilian
Environmental Disasters?

Aaman da Silva Raposo *%, Danial Visim Pimta?, Aicardo Moreira ', Aonalde Pareira Dias?,
Carlos Alherto Fontes Albeire ', Asinaldo Barmeta Orid? and Jodo Oliveira Malva ™

' Fas Uty of Maalcna, Cannar for (Mngeana Bometons dno Bodectnoiogy [DEE) gno (nshune of Aamectogy a7
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Worldwide emvirormenta iregedies of anthropogenic origin causing massive release of
mtals and other pcllutants heve been increasing consicerakly. These pollution outbreaks
affect the ecosystams and impacst human heath. Among those fragecies, recem
large-scale armironmental dsasters in Brazl strongly afected riversde popuations,
leacing to high-risk exposure 1o methyimercury (MeHg), MaHg is Righly neurcioxic
1o the ceveloping orain, This toxicant csuses neurs stem cell dysfuncticn and
nedrcaevelopmental abnormalities, However, less is kKnown about the effects of MaHg
in the postratal neurogenic riche, which harbers neursl stem cells andl their progeny; in
tme adult brain, Therafore, 18xing in consideraticn tha imoact of MeHg in human healts
it iz urgent tc clarify possible essocations batween exposure 1o mercdry, eccalarated
cognitive decine, snd neurcdegenerative disesses. N this perspectives paper, we
dizcuss the newrctoxic mechanisms of MeHg on posinata nedrogenesis and the putative
implications assccisted with accelerated brain eging and early-onset cogritve dacline in
populaticns highly exposed to this emvironmental neurctoxicant

Ksywarss: metidmercury, reurcfoxisl ty, reurogenesls, srvirormental dssster; memory, aging

INTRODUCTION

Methylmercury (MeHg) & considered extremely neurctoxic to the developing brain and
chronic exposure to this envircnmental neurctoxicent may be associeted with increased risk
of accelerated cognitive decline and neurcdegenerative diseeses. Indeed, mercury intoxicetion
has been implicated in the eticlogy of Alzheimers dementia Siblered et el, 2019}, putatively
cawsing protound and lesting cognitive decline with aging. Natural and anthropogenic-related
envirommental disesters may increase the exposure of human populations fo mercury infoxication.

Early-life and adulr brain neurcgenesis in the hippocampus has been claimed w comtribute
to the cognitive reserve and therefore potentially relevant o better cope with later-life cognitive
decline due to physiological aging or under neurodegenerative conditions. In this maruserips,
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Chapter 48

Inbred mouse model of brain
development and intestinal
microbiota

Reinaldo B. Orid', Daniel V. Pinto', Ronaldo P. Dias', Ramon S. Raposo?,
Patricia L. Foley’, Jofio O. Malva' and Richard L, Guerrant®
Labararory of Biology of Tissue Healing, Fealaral University of Ceara, Faculty of Medicing Forxlea,
Ceard, Brazil, *Expenmensal Biology Core, Universty of Fortaleza, Forsalea, Ceard, Brazi, *Division
of Compararhe Medicme, Geargaown University, Washingion, DC, Unaed Sates, *Cowbra Insise
Jor Clhinical and Riomedical Research (CBR), Facully of Malcme, University of Combra, Combva,
Pormgal, Cemer for Glohal Health, Division of infeasous Diseases and boternatiomal Health,
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List of abbreviations

ADHD Attention deficit hyperactivity disorders

BDNF Brain-derived neurotropic factor

CAl Cornus ammaonds 1

GF Germ-free

LPS Lipopolysaccharide

M2 Mucin 2

SPF Specific-pathogen-free
Mini-dictionary of terms

Axenic mice Animals totally free of microbiota.

Enterotypes Clusters of certain microbial communities in the gut.

Gem-free mice Synonymous with axenic mice, i¢., devoid of all microorganisms,

Gnotobiosis Animals with a specific and known microbiota (note this includes axenic),

Inbred mice Animals from at least 20 consecutive generations of mating between siblings with offspring reaching >99%
homozy gosity . They are also called isogenic.

Intestinal dysbiosis Disruptionimpairment of microbial community equilibnium i the gut, favoring discase,

Intestinal microbiota Set of nonpathogenic microorganisms that usually live in the intestinal environment.

Outbred mice Animals intentionally generated from nonrelated mating to maximize genetic diversity (genetic makeup with
a high rake of heterozygosity). They are also called heterogencous.

Specific pathogen-free mice Animals that are free of specifically identified microorganisms and parasites that have been
shown 1o cause either subelinical or ¢hnical infection,

Dhomgaonds, Mownsggommcn Cnmd Mo delbian g of Neumde w1 fom - The N afDevelopm e o/ d oo g 1 OLE 0168 T80 1 2517 0855 00 0488
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ANEXO C - OUTRAS PUBLICACOES REALIZADAS NO DECURSO DO PRAZO
DE DOUTORAMENTO COM O ORIENTADOR
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Modulation of Intestinal Immune and Barrier
Functions by Vitamin A: Implications for Current
Understanding of Malnutrition and Enteric
Infections in Children
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Abstract: The micronutrient vitamin A refers to a group of compounds with pleictropic effects
on human health, These molecules can modulate bioloegical functions, including development,
vision, and regulation of the intestinal barrier. The consequences of vitamin A deficiency and
supplementation in children from developing countries have been explored for several vears,
These children live in an envirenment that is highlv contaminated by enteropathogens, which can,
in turn, influence vitamin A status, Vitamin A has been described to modulate gene expression,
differentiation and function of diverse immune cells; howewver, the underlying mechanisms are
not fully elucidated. This review aims to summarize the most updated advances on elucidating
the vitamin A effects targeting intestinal immune and barrier functions, which may help in further
understanding the burdens of malnutrition and enteric infections in children. Specifically, by covering
both clindcal and im vive//in vitro data, we describe the effects of vitamin A related to gut irmmune
tolerance / homeostasis, intestinal barrier integrity, and responses to enteropathogens in the context of
the environmental enteric dysfunction. Some of the gaps in the literature that require further research
are also highlighted.

Keywords: vitamin A supplementation; vitamin A deficiency; intestinal immune response; intestinal
barrier function; enteric infections

1. Introduction

WVitamin A derivatives (or retineids) are major nutrients for human health and modulate several
functions, such as cell differentiation, proliferation, and apoptosis [1.2]. Retincdds are used for
werophithalmia and blindness prevention [2], and abnormal levels may be associated with teratogenic
alterations [4,5]. Retinoids are also key micronutrients for improving malnutrition and enteric illnesses

Nubrlsmte 2016, 10, 1128; dol: 103390, nul 0091128 wwwrmdpd. comn S jowrmnal Smutrlents



141

Bootoxicokogy and Emvironmental Safety 204 (2020) 111036

ELSEVIER

Contents lists available at Sciencelirect
Ecotoxicology and Environmental Safety

journal hom epage: www. elsevier.comfloon i/ ecoeny

Pollutants and nutrition: Are methylmercury effects on blood pressure and

lipoprotein profile comparable to high-fat diet in mice?
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Human exposure 1o methylmeraury (MeHg) doe o contaminated fish intake as part of & highdat (HFD), high-
carbohydrase diets isa reality today for many populations, HFD &8 associased with hypertension and hyperlip-
idemia, primary cardiovascular disease (OVD) risk factors, Some stodies suggest hat MeHg indoces those risk
factors. We evaluted the effect of Mellg exposure in mice fed with HFD or control diet for adght weeks. In the
last experimental 15 days, the half group receved a Mellg sal (20 mg/L) replacing water. Blood pressure
(BP), heart rate, lpoprotedn concentrations, and g ctivity were evaluased. Liver chal l, wi-
acylghycerol, and 18A-14 cells, as well as wanscriptional devels of genes related to Npid bolism and in-
Nammatory resporse, were also assessed, HFD and both MeHg groups presented incressed BP and wotal
chokesweral (TC) In the liver, HFD bt not MeHg was selated 10 an increse in TC Alsa, MeHg intoxication
reduced paracxonase activity regardiess of diet Mellg intaxication and HPD in d sis and the oumb

of 18A-1+ cells and maodified some gene transcripts associated with lipid metabolism. In conchsion, we

demanstrated that MeHg offecss on CVD risk factors resemble those cansed by HFD.

1. Introduction

Human exposure %o mercury is a seriouws public health ssue in the
Brazilian Amazon and worldwide (Filllon et al., 2006; Mergler ot al,
20073 Boman etal, 2011 Methylmercury (MeHg) & generated by the
methylation of inorganic mercury by bacteria in the aquatic environ-
ment (Handy and Noyes, 1975 Fishing and commercialization of
contam inated fish ead to a chronk exposure to MeHg seen in several
populations (Fagles-Smith etal, 2016; Lavoie et al., 2018; Mergler et al.,
2007 Exposure to MeHg auses neurotaxicity and long-term conse-
quences, such as genotoxicity (Farinaet al, 201 13 Shechanetal, 2014)

MecHg expasure has alreaxly been related to hypersension, athero-
sclerosis, and infarction (Grotto et al., 2009; Yarifull et al., 20105 Inowe
ot al, 2012 Islam et al, 2016; Wildemann et al,, 2016; Wells et al.,

2017) High prevakence of non-communicable diseases such as hyper-
ension or diabetes was described in chronkally expased populations
(Isal etal, 2019; Yorfujlet al, 2010), in addition to other factars such
a nutriional transition (Piperat et al., 201 1) Although the mercury
expasure simultaneows to the consumption of a high-fat diet & a reality
wday for many populations worldwide, our knowledge about the
possible co-morbidity is very little, and data are scarce. Since cardio-
vascular disease (CVD) and obesity are growing problems worklwile
(Puster and Kovacic, 201 4; Hanson et al, 2013; Teich et al., 2015), the
influence of mercury exposure on risk factors for those diseases needs o
be betier understood.

Dyslipklemia, hypertension, axklative stress, and inflammation are
important CVD risk factors, chosely associased with lifestyle, such as high
saturated fat and sugar diets (Nekon, 2013; Hoza et al., 2016; Winter

* Qorresp ondling author, Laboratdrio de Atercscercs e ¢ Biogui mica Nuotricio ral, Degartamento de B oguimica e T nologia, Ui versi dade Federal de Minas Gerais,

Bdo Horizonte, Minas Gerads, Baazil
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A Brazilian regional basic diet-induced chronic
malnutrition drives liver inflammation with higher
ApoA-I| activity in C57BL6J mice
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Abstract

Malnutriion is stil considered endemc in many developing couniries. Malnutriton-enteric infections may cause lasting
deleterious effects on lipid melabolsm, especially in children fving in poor seliings. The regonal basic diet (RB0), produced o
mimic tha Brazilian nortneastesn distary characteristics {ricn in carbonydrate and low in protein) has been used in experimantal
malrulrtion models, bul few studies have explored the effect of chrone RBD on liver functon, a canlral argan inveived in
cholestarel matabolsm. Ths study amed 1o investigate whatner RBD leads 1o ver inflammatary changes and allesed reverse
cholestarel metabersm in CSTELEN mice compared to the centrol group, receiving a standard chow diet, To evaluate liver
irflammaticn, ionized calsium-binding adasler pretain-1 {IBA-1) pesitive call sounting, intadeukn (IL}-1B immunch stochamisty,
and tumar necrosis factor (TMF)-x and IL-10 ranscription levels wene anayzed, In adotion, we assessed reverse choleslano|
transport by measuring liver acolipoprotein (Ap0)E. Apcd-l, and lecinin-cholesterol acyltransferase (LCAT) by RT-PCAL
Surthermore, serum alanine amnotransferase (ALT) was measured to assess liver functon. RED markedly impaired body
walghl gain compared with tha conlral group [P < 0.05). Higher hapatic TNF-x (P <0001} and IL-10 {P<0.01) mANA lavals
ware found in RBD-zhallenged mica, although withou! detaclabla non-alcchalic fatty liver disease. Marked |BA-1
immunciabaling and increased Aumber of poslive-IBA-1 cels (presumadly Kupffes cells) were feund in the underncurshed
group. No statistical afference in sarum ALT was found, Thare was also a significant increase in Apab-l mRNA axpressicn in
the undermourisned group, but not ApoE and LCAT, compared with the control. Altagether our findings suggested that chronic
RBD-induced malnulriticn leads o liver inflammation with increased Apodel actvity.

Key words: Liver; Hypedipicera; Ma'nutritien; Inflammatan; Kugffer cells; Apclipopretain A-|

Introduction

Malnutrition s stll ancemis In many parts of the
developlng worle whare poverly coaxists with Infectious
dissasas, much of it assoclated with precarous sanlation
and kyglena (1). Malrutrtion s a health Issue paricularhy
In growdng children, especially in the first two years of e,
when they undergo rapld cognitive and physical develop-
mant (2,3). Very often malnuifidon Increases the risk for
anteric Infections and vice-versa (4], so that the condition
may create a sef-amplifying viclous cycle that Impalrs
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grawth and brain funcllon by recucing Intestnal rutrlent
absarption ard Ircreasing rutrent lbes (5). Prolonges
infection/malrutrition per s may Increase cally rutrent
requirements much mare thar the needs of a healthy
child, & metabolomics study from Prelcls and colleagues
has shawn that neanatal malrutrtion leacs to liver
inflarmmation and Increased oxicative siress In suckling
mice (8). In addittor, Wistar rats receling a low protein
diet show growth Impalrment, ecema, lher steatosls,
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ANEXO D - PUBLICACOES COM O ORIENTADOR SUBMETIDOS PARA
APROVACAO EM PERIODICOS

1. Methylmercury chronic exposure affects telomerase and DNA repair enzymes,
induces oxidative stress and chromosomal abnormalities in dyslipidemic APOE
knockout mice. Autor: ITO, MN et al. Revista: Toxicology.

2. Acute blockage of endogenous melatonin by luzindole, with or without peripheral
LPS injection, induces jejunal inflammation and morphological alterations in Swiss
mice. Autor: Matos, RS et al. Revista: Brazilian Journal of Medical and Biological
Research.

3. Nutraceutical effects of milk enriched with omega 9, 6 and 3 on burnt skin. Autor:
CAMPELO, APBS. Revista: Wound Repair and Regeneration.



