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RESUMO 

 

O metilmercúrio (MeHg) é um organometal com forte ação neurotóxica no sistema 
nervoso central (SNC). A contaminação humana por MeHg se dá, em sua maioria, 
pelo consumo de peixes, frutos do mar ou água contaminada. No SNC, o MeHg pode 
causar neuroinflamação e aumento de estresse oxidativo, induzindo a morte de 
neurônios no hipocampo. Muitos trabalhos têm documentado o efeito deletério do 
MeHg no hipocampo, porém a neurotoxicidade em baixo grau e crônica do MeHg 
ainda não foi avaliada em camundongos adultos com foco em neurotransmissores, 
inflamação, estresse oxidativo no hipocampo e memória. Neste trabalho foram 
utilizados camundongos C57BL6J adultos intoxicados com 2mg de MeHg/L na água 
de beber por 30 dias e controles. Foram avaliados concentrações séricas de 
endotoxina (LPS), mieloperoxidase (MPO) e TNF-α, como marcadores de inflamação 
sistêmica e colesterol total e triacilglicerois para avaliar dislipidemia. Concentrações 
no tecido hipocampal de neurotransmissores (glutamato, tirosina, taurina, ácido gama-
amino butírico (GABA) e glicina), atividade da acetilcolinesterase, expressão gênica 
de marcadores inflamatórios (IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), malondialdeído (MDA), 
estresse oxidativo, MPO e fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF). Testes 
comportamentais foram realizados a fim de avaliar prejuízo motor e comportamento 
exploratório (campo aberto), memória de trabalho (labirinto em Y), memória 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 concentrações séricas de triacilglicerois e 
colesterol total (p<0,05) e concentrações periféricas mais elevadas de LPS (p=0,01), 
TNF-α (p<0,0001) e MPO (p<0,0001) em relação aos controles. Os animais 
intoxicados apresentaram maiores concentrações tissulares hipocampais de MDA 
(p=0,008) e de MPO (p<0,05). A expressão gênica de IL-4 foi menor no grupo 
intoxicado (p<0,05) em relação ao grupo controle. A concentração dos 
neurotransmissores GABA (p<0,05) e glicina (p<0,0001) foi mais elevada no grupo 
intoxicado, com redução da concentração de taurina (p=0,003), porém sem alteração 
nos níveis de glutamato e tirosina. Os animais intoxicados apresentaram menor 
distância 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. Não houve diferença significativa na memória de 
trabalho, espacial ou de aprendizado. Os achados desse trabalho sugerem que a 
intoxicação de baixo grau com MeHg induz alterações bioquímicas no hipocampo, 
com distúrbio de neurotransmissores inibitórios associando-se à dislipidemia e 
inflamação sistêmica, essa última presumivelmente devido à alteração da barreira 
intestinal.  

 

Palavras-chaves: Metilmercúrio; Hipocampo; Neurotransmissores; Inflamação; 
Estresse oxidativo; Memória.



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-α 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-γ, 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-α (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 INTRODUÇÃO 

1.1 Ciclo da contaminação por metilmercúrio 

 

O mercúrio é um metal pesado líquido em temperatura ambiente e com 

ponto de ebulição relativamente baixo (356º C). Tem amplo uso na mineração de ouro, 

incineração de combustíveis fósseis e produção de acetaldeído (CHÉTELAT et al., 

2018). É passivo de processo de metilação por bactérias, formando um 

organocomposto com afinidade pelos grupamentos sulfidrílicos e seleniol de 

proteínas. Apresenta-se sob duas formas metiladas, o metilmercúrio (CH3Hg+) e o 

dimetilmercúrio [(CH3)2Hg] (MOREL; KRAEPIEL; AMYOT, 1998). 

A intoxicação endêmica por metilmercúrio (MeHg) tem sido descrita na 

região Norte, com sua vasta riqueza e biodiversidade, em grande parte devido à 

mineração ilegal (KAUANO; SILVA; MICHALSKI, 2017). A atividade mineradora 

artesanal utiliza o mercúrio (Hg) para identificar pepitas de ouro e é a maior fonte de 

contaminação por mercúrio da atualidade (Figura 1). Um composto com Hg é 

separado do ouro por aquecimento e lavado nas águas dos rios. Depositando-se nos 

leitos, passa a sofrer processo de metilação por bactérias presentes em algas, 

formando o metilmercúrio (MeHg). Esta forma orgânica tem maior potencial tóxico 

devido sua facilidade de atravessar membranas celulares e de se ligar a aminoácidos 

como a cisteína, facilitando seu transporte (HUDELSON et al., 2020).  

Figura 1 - Fontes globais de contaminação por mercúrio 

 

Fonte: Adaptado de AMAP/UN Environment, 2019. 
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Estudos realizados em populações ribeirinhas ao longo do Rio Tapajós 

demonstraram que o consumo de peixe é a principal fonte de alimento e, portanto, a 

via potencial de intoxicação do MeHg (SAMPAIO DA SILVA et al., 2009). A análise de 

Hg no cabelo tem sido utilizada para avaliar o nível de intoxicação dessas populações 

ribeirinhas, inclusive na Amazônia. Essas análises têm confirmado níveis tóxicos 

crescentes de Hg na população ribeirinha do Tapajós, com valores médios aferidos 

em 2013 de 7,25 µg Hg/g, e em 2014 10,80 µg Hg/g. Ambos acima do valor limite pela 

OMS (6,0 µg Hg/g), indicando exposição crônica crescente ao MeHg nessas 

populações (COSTA JUNIOR et al., 2018). 

Recentemente, desastres ambientais em larga escala ocorridos nos 

municípios de Mariana, Minas Gerais - MG (Dezembro, 2015), e Brumadinho - MG 

(Janeiro, 2019), chamaram atenção para possível contaminação por MeHg. Estes 

locais sofreram com o rompimento de barragens de rejeitos de mineração, oriundos 

da empresa Vale, levando toneladas de dejetos químicos ao longo do curso dos rios 

locais (ALMEIDA; JACKSON FILHO; VILELA, 2019; DAVILA  et al., 2020). 

Um mês após o desastre ambiental de Mariana, a Agência Nacional de 

Águas registrou em um dos tributários do Rio Doce (Rio Gualaxo do Norte) a medição 

de 0,89 µg Hg/L de água, posteriormente a esse registro, todas as medições seguiram 

o padrão máximo considerado pelo CONAMA para águas doces classe 1 (AGÊNCIA 

NACIONAL DE ÁGUAS, 2020). A tragédia que acometeu Brumadinho ocorreu em 

janeiro de 2019, e as leituras registradas na estação de Mário Campos (BP068) no dia 

26 de janeiro registravam 4,23 µg Hg/L, chegando ao final do mês seguinte com 

valores de 0,42 µg Hg/L. As leituras seguintes se mantiveram no limite detectável (0,2 

µg Hg/L) ou abaixo dele (Figura 2) (MINAS GERAIS, 2020). A resolução 357/2005, 

do CONAMA regula que a concentração máxima de Hg para águas doces de classe 

1 (contato primário, aquicultura e atividade de pesca) é de 0,2 µg/L. Conforme citado 

por Raposo et al, 2020, os problemas decorrentes desses desastres ambientais não 

serão percebidos a curto prazo e requerem atenção continuada dos serviços públicos. 

Acompanhamento de níveis de metais pesados no sangue e cabelo da população 

local, bem como medidas para reduzir os riscos da contaminação por MeHg são 

necessárias para evitar um maior impacto no serviço público de saúde com doenças 

neurodegenerativas e cardiovasculares oriundas da intoxicação por MeHg (RAPOSO  

et al., 2020).  
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Figura 2 - Desastres ambientais no estado de Minas Gerais e concentrações de 

mercúrio no leito dos rios. 

 

Fonte: Adaptado de (AGÊNCIA CÂMARA DE NOTÍCIAS, 2017; 2020) 

*AGÊNCIA NACIONAL DE ÁGUAS, 2020. *MINAS GERAIS, 2020. **Res 357/2005, CONAMA, limites 
para águas doces Classe 1, 0,2 µg Hg/L. 

 

Além da contaminação pela água e consumo de peixes intoxicados, outro 

potencial causador de intoxicação por Hg é o uso de amálgamas dentais. Um estudo 

de 2013 informa que o descarte de material odontológico é uma das principais fontes 

de contaminação por mercúrio encontradas na Índia, perdendo apenas para a 

contaminação por pesticidas (BURGER CHAKRABORTY et al., 2013). A relação entre 

o aumento de Hg no sangue ou cabelo com a presença de amálgamas dentais à base 

de Hg não é nova, devido à sua composição em torno de 50% de mercúrio. O 

amálgama dentário, depois de aderido ao dente, emite vapor de mercúrio e também 

libera frações desse metal durante a mastigação (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2009; MITCHELL et al., 2018). 
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O maior risco do uso de restaurações dentárias com mercúrio está nas 

populações mais pobres e com menos acesso a tratamentos odontológicos e de 

saúde, além de alimentação variada. Em particular, as crianças tornam-se mais 

suscetíveis a maiores danos aos dentes, necessitando de restauração, devido à 

alimentação ou até mesmo a precários cuidados com a higiene bucal. Com um custo 

menor, os amálgamas de mercúrio são os mais utilizados devido à falta de recursos 

financeiros dessa parcela da população (MITCHELL et al., 2018; WILBURN, 2013). 

 

1.1.1 Casos de contaminação humana por mercúrio no Brasil 

 

Em 1980, o Brasil passou a relatar casos de intoxicação humana por 

mercúrio na região amazônica (rio Tapajós), onde a mineração do ouro é uma 

atividade endêmica (BERZAS NEVADO et al., 2010). Nas demais regiões do país 

outros incidentes envolvendo contaminação por mercúrio também foram relatados, 

mas com outros cenários e motivos.  

Os dois relatos associados à região Sudoeste estão relacionados ao uso 

de restaurações dentárias à base de mercúrio, amálgama e despejo ilegal de esgoto 

em mananciais hídricos (KUNO et al., 2013a; ALMEIDA LOPES et al., 2017). 

Demonstrando uma relação positiva entre a quantidade de restaurações dentárias e 

o aumento de metal no sangue. No entanto, esses níveis detectados não foram 

suficientes para promover o aumento de marcadores como o malondialdeído (MDA), 

um marcador de dano à membrana celular no sangue periférico desses indivíduos 

(KUNO  et al., 2013b; ALMEIDA LOPES  et al., 2017). 

Apesar da contaminação das nascentes por fontes antrópicas, como o 

descarte de materiais de consultórios odontológicos e resíduos industriais, o maior 

número de relatos de contaminação por Hg no Brasil ocorre em populações 

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). 

É importante observar que os mesmos rios da Região Norte têm 

ramificações em outros estados brasileiros e estão associados a casos notificados em 

estados vizinhos. Em Brasília, 18 mães apresentaram aumento nos níveis de mercúrio 

total após o consumo de farinha de peixe, recomendada como aditivo na dieta (DA 

CUNHA; DA COSTA; CALDAS, 2013). Da mesma forma, 25 famílias no estado do 
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Maranhão, apresentaram altos níveis de mercúrio após comer peixes do rio Tocantins, 

que tem origem na região Norte do país (MILHOMEM FILHO et al., 2016). O relato de 

casos de contaminação em locais banhados por rios originários da Região Norte 

mostra que os resíduos químicos depositados no leito desses rios podem ser 

transportados ao longo deles, seja por peixes ou mesmo pelo escoamento da água. 

Outra possibilidade é a existência de novas fontes de contaminação ao longo do leito 

desses rios. 

No entanto, a ocorrência de eventos, mesmo em locais distantes do 

epicentro da área de contaminação, demonstra que as populações locais precisam de 

mais atenção, uma vez que dependem dos rios para sua alimentação e suporte 

financeiro. Outros afluentes do rio Tocantins também apresentam registros de 

contaminação, além dos registrados nos estados do Distrito Federal (Brasília) e 

Maranhão (Imperatriz). Um estudo realizado no rio Tucuruí, com 37 participantes, 

mostrou altos níveis de mercúrio no sangue periférico dos ribeirinhos do estado do 

Pará (FEITOSA-SANTANA et al., 2018). 

Isso fica bem demonstrado ao observar os relatórios de contaminação ao 

longo do rio Madeira, ocorrendo tanto no território do estado do Amazonas quanto no 

estado de Rondônia (RO). Na localidade de Bom Futuro (RO) foi realizado estudo com 

294 crianças expostas à contaminação por mercúrio. Os pesquisadores verificaram 

retardo no desenvolvimento cognitivo, variável por sexo, tendo prevalência no sexo 

masculino (COSTA JUNIOR et al., 2018). Da mesma forma, estudo com população 

contaminada por mercúrio (n = 93) mostrou que os homens são mais suscetíveis à 

contaminação por mercúrio 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 níveis de mercúrio no sangue e de citocinas pró-inflamatórias, como 

TNF-α, IL-1β e IFN-γ (ARRIFANO et al., 2018a, 2018b). 

Acompanhando a vazão do rio Madeira, foram analisadas 1.945 amostras 

de cabelos de ribeirinhos. O resultado se assemelha a uma relação dose-dependente 

entre o consumo de peixe e os níveis de mercúrio dessas pessoas. Esses elementos 

são impulsionados pelas características de subsistência que a população possui em 

relação ao uso da água do rio e dos alimentos que dela derivam (KHOURY et al., 

2015). 
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1.1.2 Manifestações clínicas da intoxicação por metilmercúrio 

 

As primeiras manifestações clínicas registradas e atribuídas à 

contaminação por MeHg são referentes ao desastre de Minamata, em 1950. Ocorrido 

devido ao despejo de água contaminada com sulfeto de mercúrio, usado na fabricação 

de acetaldeído, por indústria local, contaminando a população da vila de Minamata 

(IRUKAYAMA K, 1977). A partir do estudo das manifestações clínicas da população 

local os sintomas forma denominados síndrome de Minamata, sendo posteriormente 

associado à intoxicação por MeHg. 

Em 1971 outro incidente chama a atenção de autoridades do mundo para 

a gravidade da intoxicação causada pelo MeHg. O consumo de grãos contaminados 

com um fungicida a base de MeHg no Iraque provocou muitos casos de intoxicação 

severa e mortes (BAKIR et al., 1973). 

As desordens de ordem neurológica não afetaram apenas humanos 

contaminados com MeHg. Apenas em 1953 ocorre o primeiro registro de efeitos da 

contaminação humana por MeHg, porém, em 1950 efeitos neurológicos já haviam sido 

descritos como um estranho fenômeno ocorrido na região de Minamata (HARADA, 

1995).  

Dentre os fenômenos observados estavam peixes nadando em 

movimentos repetitivos circulares e flutuando próximo à superfície, ostras e mariscos 

abrindo-se espontaneamente e entrando em decomposição e pássaros que caiam 

durante o voo. Porém, a alteração no comportamento dos gatos locais foi um dos 

elementos chave para desvendar a misteriosa doença até então chamada de doença 

de Minamata (HARADA, 1978). Os gatos do local apresentavam excessiva salivação, 

convulsões, movimentos giratórios frenéticos, eram incapazes de caminhar em linha 

reta e após pouco tempo morriam. Esses animais foram examinados por um grupo de 

pesquisadores e verificada intoxicação por Hg, com concentrações 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 confusão mental, depressão, 

irritabilidade (MCALPINE; ARAKI, 1958; MAGHAZAJI, 1974; JACKSON, 2018) 

redução do campo visual, prejuízo sensorial, ataxia, disartria (JACKSON, 2018), 

distúrbios auditivos (YORIFUJI et al., 2008), hipersalivação, tremores, rigidez 

muscular e reflexos tendíneos exagerados (TOKUOMI, 1960; YAMANAGA, 1983; 
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HARADA, 1995; ETO; MARUMOTO; TAKEYA, 2010). Análises patológicas post 

mortem apresentaram dano ao córtex cerebelar, com redução das células granulares, 

dano à região calcarina do lobo frontal (relacionado com a visão) (HUNTER; 

RUSSELL, 1954; TAKEUCHI et al., 1962), córtex pré frontal e temporal (TAKEUCHI, 

1982; HARADA, 1995; ETO; MARUMOTO; TAKEYA, 2010). Nos gânglios da raiz 

dorsal foi percebida desmielinização afetando a comunicação do impulso nervoso 

(TAKEUCHI et al., 1962; HARADA, 1982). Nos pacientes autopsiados com morte 

decorrente de intoxicação por MeHg foram encontradas concentrações 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 região da Amazônia brasileira o valor 

máximo detectado da concentração de Hg no pelo de moradores ribeirinhos adultos 

foi de 47 mg/kg, valor bem menor que o máximo encontrado em moradores da região 

de Minamata (RODRIGUES et al., 2007; SANTOS-SACRAMENTO et al., 2021). Ainda 

assim, pesquisas desenvolvidas nessa região apresentaram dados compatíveis com 

dano neurológico semelhante aos verificados nas populações de Minamata e do 

Iraque, tais como redução da destreza manual (DOLBEC et al., 2000), prejuízos 

cognitivos, presença de tremores, comprometimento da audição (HARADA et al., 

2001; BENEFICE; LUNA-MONRROY; LOPEZ-RODRIGUEZ, 2010), 

comprometimento da acuidade visual e percepção de cores (FILLION et al., 2011a, 

2011b), insônia, ansiedade e irritabilidade (CORBETT et al., 2007; JUNIOR et al., 

2017). 

O prejuízo cognitivo verificado nos sujeitos intoxicados, bem como as 

alterações morfológicas neuronais se relacionam com o aparecimento de doenças 

neurodegenerativas, bem como com o prejuízo na formação e consolidação da 

memória.  

 

1.2 Memória 

 

Memória é um processo cerebral complexo de armazenamento e 

recuperação de informações. As memórias de longa duração são classificadas como 

procedimentais ou declarativas. As memórias procedimentais são aquelas associadas 

a ações, como fazer, já as declarativas se relacionam com conceitos ou 

conhecimentos acumulados. A base para a formação da memória é a comunicação 
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neuronal caracterizada como potencial de longo termo (LTP). O LTP é associado à 

modulação da plasticidade sináptica e à modulação do armazenamento de memória 

(DAUGHERTY et al., 2016; SOLARI; HANGYA, 2018a; FELD; BORN, 2020). 

O envelhecimento é marcado pela maturação dos processos de sinalização 

neuronal. Doenças neurodegenerativas como o Alzheimer promovem danos no 

processo de sinalização e formação da memória. O processamento e formação da 

memória é influenciado pelos sistemas glutamatérgico, GABAérgico, colinérgico, 

noradrenérgico e serotoninérgico (MYHRER, 2003).  

Os potenciais de longa duração (LTP) são estímulos que se caracterizam 

pela sua ação sobre os receptores ionotrópicos N-metil D-aspartato (NMDAR) e ácido 

α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiônico (AMPAR), os quais fazem parte dos 

receptores presentes nas vias de sinalização glutamatérgicas. A sinalização 

glutamatérgica de modo geral, está relacionada diretamente ao processo de 

aprendizado. Os NMDAR possuem uma participação ativa na indução do LTP, já os 

AMPAR estão mais intimamente ligados à manutenção deste potencial (DINGLEDINE  

et al., 1999). Ou seja, um bloqueio dos NMDAR é capaz de induz um prejuízo na 

aquisição de novas informações (SHINOHARA; HATA, 2018), enquanto o bloqueio de 

AMPAR pode promover déficits na manutenção da informação adquirida 

(VOLIANSKIS  et al., 2015; TORQUATTO et al., 2019).  

O sistema dopaminérgico está relacionado, de modo geral com os 

processos de atenção, motivação e aquisição de novas informações (AALTO et al., 

2005).  

Os receptores dopaminérgicos são receptores membros da família de 

receptores acoplados a proteína G, respectivamente D1, D2, D3, D4 e D5. Os 

receptores D1 e D5 ativam Adenilciclase via Proteina Gs, elevando o AMPc 

intracelular. Já os receptores D2, D3 e D4, inibem a adenilciclase via proteína Gi 

(BHATIA; SAADABADI, 2019; VALENZUELA; PH; MICHAEL, 2001). 

A dopamina funciona como agente regulador dos movimentos corporais, 

da atenção, motivação, reforço, satisfação e recompensa, no cérebro adulto já 

desenvolvido. No hipocampo, afeta diretamente a plasticidade neural, como a 

formação de memórias de acontecimentos que fujam do cotidiano, ou seja, é crucial 

para a formação de memórias de situações não usuais. Além das fontes de liberação 

hipocampal de dopamina pela via mesolimbica, há também liberação dopaminérgica 

advinda de fibras neuronais noradenérgicas presentes no Locus Cerúleo, estando 
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também relacionada a formação de memória 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 navegação e consolidação da 

memória, além de estar relacionada a atenção e aprendizado (SOLARI; HANGYA, 

2018b). A Acetilcolina É sintetizada a partir da acetil coenzima A (CoA) e da colina, 

pela ação da catalítica da enzima colina acetil transferase. A ação pós-sináptica da 

ACh é encerrada a partir da ação da Acetilcolinesterase. Os receptores colinérgicos 

podem ser ionotrópicos (receptores nicotínicos), canais iônicos dependentes de íons 

Na+, ou metabotrópicos (receptores muscarínicos), acoplados a proteína G, sendo 

divididos em M1, M2, M3, M4 e M5. Os receptores M1, M3 e M5 são ligados a proteína 

Gq, com resposta excitatória, já os receptores M2 e M4 agem a partir da proteína Gi 

com resposta inibitória (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2016; PURVES et al., 2010). 

 No caso da serotonina (5-Hidroxitriptamina ou 5-HT), é sintetizada a partir 

do triptofano, um aminoácido essencial encontrado em alimentos com alto índice 

proteico como carnes, peixes e laticínios. Os receptores serotoninérgicos, em sua 

maioria são metabotrópicos (5-HT1 ao 5-HT7), com exceção do 5-HT3, canais 

catiônicos não seletivos que geram respostas excitatórias (BEAR; CONNORS; 

PARADISO, 2016; PURVES et al., 2010). O sistema serotoninérgico está relacionado 

aos processos dependentes de emoções associadas no hipocampo, além de estar 

relacionado ao sono, apetite e humor (LÓPEZ; BALLAZ, 2020).   

Myhrer et al., (2003), em meta-análise, avaliaram os sistemas relacionados 

a testes de memória, em trabalhos que utilizaram agonistas ou antagonistas dos 

receptores dos sistemas de sinalização. A memória relacionada ao aprendizado e à 

memória 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 memória quando 

bloqueados. Sugerindo assim forte ação deles no processo de aprendizado e memória 

espacial. Em sua maioria, os animais apresentaram prejuízo no teste com a 

administração de antagonistas de receptores muscarínicos ou nicotínicos, receptores 

de dopamina tipo 2 (D-2R) e NMDAR. Além de também apresentarem baixo 

desempenho com a administração de agonistas de receptores A e B do ácido gama-

aminobutírico (GABA-AR e GABA-BR) (MYHRER, 2003). 
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Considerando a memória de trabalho, os estudos avaliados na meta-

análise que utilizaram labirinto em Y, o autor encontrou que antagonistas de 

receptores muscarínicos, NMDAR, além da depleção de receptores dopaminérgicos e 

agonistas de GABA-AR e GABA-BR induziram prejuízo no teste, com menores valores 

de alternância espontânea entre os braços. 

O processamento da informação oriunda dos testes de memória é ligado a 

estruturas do sistema nervoso central como o hipocampo, córtex pré-frontal e estriado. 

O hipocampo é uma estrutura com predominância do sistema glutamatérgico. O uso 

de antagonistas de receptores NMDAR, por infusão no hipocampo, demonstra que 

essa estrutura se relaciona diretamente com o processamento e consolidação da 

memória, ligando-se às regiões peririnal e entorrinal (via perfurante) (POUZET et al., 

2004; GU et al., 2017). Além do hipocampo, as fases de aquisição e consolidação da 

memória se associam com o estriado e córtex pré-frontal. No estriado, a dopamina 

exerce importante papel modulador do aprendizado e comportamentos de 

recompensa (EAGLE et al., 1999). No córtex pré-frontal ressaltam-se os sistemas 

glutamatérgico, colinérgico e dopaminérgico na modulação da memória de trabalho 

(ROMANIDES; DUFFY; KALIVAS, 1999; HIRONAKA et al., 2001). 

 

1.2.1 Potencial de longa duração (LTP), aprendizado e memória 

 

O LTP é um potencial despolarizante de alta frequência que aumenta a 

liberação de glutamato no neurônio pré-sináptico, induzindo a remoção dos íons Mg+ 

dos NMDAR no terminal pós-sináptico. Com isso ocorre o aumento do influxo de Na+ 

e Ca2+ e efluxo de K+, gerando um efeito despolarizante (Figura 3). O LTP é avaliado 

como sendo a base da formação da memória e do aprendizado, juntamente com a 

depressão de longa duração (LTD). O LTP se divide em três etapas, indução, 

expressão e transdução, que mantém os efeitos por meio de uma cascata de eventos 

predominantemente pós sinápticos (VOLIANSKIS et al., 2015). Esses eventos se 

relacionam com o processamento da memória e aprendizado, bem caracterizado nos 

neurônios da via colateral de Schaffer, CA3-CA1 (LÜSCHER; MALENKA, 2012). 
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Figura 3 - Efeito despolarizante do LTP no neurônio pós-sináptico 

 

Fonte: Autoria própria.  

Formação do LTP: potencial despolarizante de alta frequência aumenta a liberação de 

glutamato e remove o Mg+ dos NMDAR no terminal pós-sináptico. Glutamato se liga aos 

NMDAR e aumenta o influxo de Ca2+ e Na+ e efluxo de K+, depolarizando o neurônio pós-

sináptico. Ativação dos AMPAR, com influxo de Na+ e efluxo de K+. Com o potencial de alta 

frequência, ocorre inibição da liberação de GABA e bloqueio dos receptores GABA no terminal 

pós-sináptico. O aumento da excitabilidade pós-sináptica da origem ao EPSP. 

 

1.2.1.1 Fase de indução do LTP/LTD 

 

O potencial originador de LTP se caracteriza por ser localizado e não 

difuso, além de sua permanência por um longo período (ANDERSEN et al., 2007). Os 

NMDAR são os receptores mais envolvidos com a indução do LTP, porém, nem todas 

as fibras o requerem para isso. Como as fibras musgosas que são projetadas do giro 

denteado para CA3, aqui, no entanto, nos focaremos no processo de indução do LTP 

verificado nos neurônios da via colateral de Schaffer.  

Os NMDAR são canais dependentes de voltagem, sendo bloqueados por 

íons Mg2+ e modulados por estímulos elétricos de alta frequência, a saída do Mg2+ é 

estritamente dependente desses impulsos, à medida que ao cessá-los, o canal volta 

a ser bloqueado (NOWAK et al., 1984; BLOODGOOD; SABATINI, 2007). Com a 

retirada do íon Mg2+, ocorre a ligação com o glutamato e o influxo de Ca2+ e Na+, e 
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efluxo de K+, no neurônio pós-sináptico, dando sequência ao processo de 

despolarização do LTP (MCGUINNESS et al., 2010).  

A ativação de receptores ionotrópicos glutamatérgicos de uma forma geral 

está ligada ao efluxo de K+, indutor da despolarização pós sináptica (DINGLEDINE et 

al., 1999). Os AMPAR são responsáveis por uma rápida sinalização sináptica, sendo 

ativados mesmo por potenciais com baixa frequência. Estes receptores promovem o 

influxo de Na+ e efluxo de K+ (LIU; ZUKIN, 2007).  

A densidade de receptores ionotrópicos pós-sináptica é mediada por 

proteínas ligadas aos AMPAR, como as proteínas AMPAR regulatórias transmembrana 

(TARP) e a proteína que interage com a C quinase 1 (PICK1), relacionadas com o 

aumento da expressão dos receptores, atuantes na modulação da plasticidade 

sináptica (ELIAS; NICOLL, 2007; BLAKELY; EDWARDS, 2012). 

A ativação dos NMDAR é tida como dependente de múltiplos inputs de 

potenciais de alta frequência para formação do LTP e de baixa frequência para o LTD. 

Isso se relaciona à necessidade de mais de uma fonte de potenciais excitatórios, 

removendo o Mg2+ e permitindo a abertura do receptor, e desencadeamento do 

potencial excitatório pós-sináptico (EPSP). Essa condição tem característica 

neuroprotetora, uma vez que impede inputs isolados de gerar alterações de longa 

duração (VOLIANSKIS et al., 2015). 

Em potenciais de alta frequência os GABA-BR são auto ativados pelo 

GABA, no próprio interneurônio, processo de autoregulação, inibindo em sequência 

GABA-AR e GABA-BR envolvidos no potencial inibitório pós-sináptico (IPSP) (DAVIES; 

DAVIES; COLLINGRIDGE, 1990). Com o aumento da concentração de K+ 

extracelular, contribuindo para a despolarização pós-sináptica, ocorre também uma 

redução da resposta de GABA-AR (DAVIES; COLLINGRIDGE, 1993). 

Por sua vez, potenciais de baixa frequência apenas induzem o EPSP via 

AMPAR, mas não é capaz de retirar o bloqueio por Mg2+ dos NMDAR, induzindo a um 

EPSP mais prolongado. Esse potencial de baixa frequência soma-se a outros 

potenciais para atingir o limiar necessário para ativação dos NMDAR, porém com 

menor influxo de Ca2+
 (VOLIANSKIS et al., 2015). 

Quando muitas fibras são ativadas simultaneamente por potenciais de 

baixa frequência, o EPSP é regulado pela inervação de interneurônios GABAérgicos, 

induzindo um potencial inibitório pós-sináptico (IPSP) através da abertura de canais 

de Cl-, levando à hiperpolarização do neurônio pós-sináptico. Este potencial inibitório 



28 

 

hiperpolariza o neurônio pós-sináptico e impede que íons Mg2+ sejam removidos dos 

NMDAR, regulando a o EPSP (VOLIANSKIS et al., 2015). 

Por outro lado, se alguns potenciais de baixa frequência forem somados 

pode haver a abertura dos NMDAR, com um baixo influxo de Ca2+. Isso se relaciona 

com a formação do LTD (BAEZ; CERCATO; JERUSALINSKY, 2018). Outra forma de 

indução do LTD, que o difere do LTP, é o tempo de pico de frequência entre o neurônio 

pré-sináptico e pós-sináptico, caso ambos estejam prontos no momento do pico, um 

LTP é gerado, no caso de falha, um LTD é gerado. Isso é traduzido pelas condições 

fisiológicas e ambientais que desencadeiam os picos (DAN; POO, 2006; CAPORALE; 

DAN, 2008). 

 

1.2.1.2 Fases de expressão e transdução do LTP/LTD 

 

O aumento da concentração de Ca2+ intracelular no LTP pela abertura do 

canal de NMDAR (influxo de Ca2+ e Na+ e efluxo de K+), na espinha dendrítica, ativa a 

calmodulina dependente de quinase II (CaMK II). A ativação da CaMK II se relaciona 

com a fosforilação de subunidades de AMPAR, aumentando o influxo e efluxo de íons 

pelo canal (BENKE et al., 1998). Outras quinases também são ativadas, como a 

proteína quinase dependente de cAMP (PKA), proteína quinase C (PKC), tirosinas 

quinases e quinases dependentes de mitógeno (MAPK) (MULKEY et al., 1994; 

SALTER; KALIA, 2004; SWEATT, 2004).  

Essas quinases irão atuar no processo de sinalização celular para síntese 

proteica, modulando a espinha dendrítica onde o LTP ocorreu e a plasticidade 

sináptica. Induzindo o aumento da largura da espinha dendrítica, pelo aumento da 

quantidade de proteínas ancoradoras de AMPAR, assim como o número de espinhas 

dendríticas, com o aumento da indução de LTP (TONI et al., 1999, 2001; LÜSCHER 

et al., 2000). 

Quando, por outro lado, ocorre um menor influxo de Ca2+, devido a 

potenciais com baixa frequência e menor abertura de NMDAR, é desencadeado o 

processo de LTD. Esse processo também ativa enzimas, porém, elas requerem menor 

concentração de Ca2+ na espinha dendrítica pós-sináptica. Elas são baseadas em 

fosfatases, como a calcineurina (uma calmodulina dependente de fosfatase) e a 

proteína fosfatase 1 (PP1), mais sensíveis a baixas concentrações de cálcio 
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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 fosforilação de 

AMPAR, semelhantemente ao que ocorre no LTP. Porém, a repetição da formação de 

LTD parece se relaciona com a ativação da via das caspases, por dano mitocondrial 

e ativação da caspase 3 (LI et al., 2010) e redução da superfície da fenda pós-

sináptica (KASAI et al., 2010).  

 

1.2.2 Memória de trabalho 

 

O termo memória de trabalho foi cunhado originalmente para abordar a 

memória de execução de tarefas. Essa memória era essencialmente evocada para a 

execução de tarefas em paralelo ou manter informações disponíveis por um breve 

espaço de tempo disponíveis (MILLER; GALANTER; PRIBRAM, 1960). 

O processo de atenção e a exposição a objetos ou ambientes novos fazem 

parte do início deste estímulo. A coordenação da recepção e armazenamento 

temporário da informação parece estar associada ao córtex pré-frontal, enquanto a 

seletividade da atenção ao córtex parietal superior (ERIKSSON et al., 2015). O córtex 

parietal superior pode ser dividido em três regiões relacionadas à memória de trabalho 

e vinculadas à ações específicas. O lado direito se associa mais às tarefas 

relacionadas ao espaço ao redor, o lado esquerdo se associa a tarefas e estímulos 

verbais, enquanto a região ventral se relaciona com a linguagem (KOENIGS et al., 

2009). 

O estriado por sua vez se relaciona a esse processo atuando como gatilho 

do córtex pré-frontal, regido pela liberação de dopamina, controlando quais memórias 

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 ação da tirosina descarboxilase sobre a 

tirosina, pela ação da enzima descarboxilase dos aminoácidos L. A dopamina pode 

sofre a ação das enzimas catecol O-metiltransferasa (COMT), sendo convertida em 

3-metoxitiramina (3 MT), ou da monoamina oxidase (MAO), sendo convertida em 

ácido 3,4 dihidroxifenilacético (DOPAC). Ambos, 3 MT e DOPAC, podem ser 

degradados em ácido homovanílico (HVA) pelas enzimas MAO e COMT (RANG et al., 

2008). 
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A maioria dos receptores de dopamina se encontra fora da região sináptica. 

Na região do córtex pré-frontal a dopamina atua principalmente sob receptores D1 (D-

1R), e em menor quantidade em D-2R, fora da região sináptica. Por outro lado, na área 

do estriado, existe uma maior expressão de D-2R, localizados na fenda pós sináptica 

e fora da região sináptica (CARLSSON et al., 2001; ARNSTEN; WANG; PASPALAS, 

2015). A dopamina exerce uma função auto regulatória, uma vez que seus receptores 

pré sinápticos D-2R atuam modulando a quantidade de dopamina na fenda e 

possibilitando a ação das enzimas MAO e COMT, bem como a receptação por um 

transportador de dopamina (DAT) (CRAGG; RICE, 2004).  

A regulação das concentrações de dopamina nas fendas sinápticas do 

córtex pré frontal podem ser moduladas por aferências GABAérgicas de circuitos 

neuronais próximos (como do estriado). O glutamato por sua vez, também atua sobre 

os neurônios dopaminérgicos por aferências do córtex frontal e pré-frontal. O aumento 

de glutamato induz os neurônios dopaminérgicos VTA, a liberarem mais e recaptarem 

menos dopamina, estimulando também interneurônios GABAergicos, que promovem 

em seguida uma downregulation da liberação de dopamina, downregulation da 

liberação de dopamina (CARLSSON et al., 2001). 

 

1.3 Hipocampo e memória 

 

O hipocampo é uma pequena estrutura do Sistema Nervoso Central 

relacionada com a memória, cognição, aprendizado e navegação espacial. É 

composto de quatro áreas denominadas de cornu de Ammonis (CA), CA1, CA2, CA3 

e CA4 (hilo), e giro denteado. Essas regiões são formadas por basicamente dois tipos 

de neurônios, os piramidais e granulares (DAUGHERTY et al., 2016; ABUHASAN; 

SIDDIQUI, 2019). 

A região 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 regiões CA1 a CA3 predominam células piramidais, 

os interneurônios, de característica predominantemente inibitória e GABAérgicos. A 

formação em cadeia dessas regiões gera um circuito unidirecional de sinalização 

(AMARAL; LAVENEX, 2007). 
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A formação da memória está intimamente associada aos LTP. Esses 

potenciais induzem respostas de longa duração no neurônio pós-sináptico, produzindo 

também alterações estruturais como já abordado anteriormente. Um dos principais 

mecanismos pelos quais o LTP induz alterações significativas e mesmo a modulação 

da plasticidade sináptica é o aumento do influxo de Ca2+ intracelular.  

Um dos agentes reguladores da homeostase do Ca2+, além das quinases 

e fosfatases abordadas anteriormente, é a taurina. A taurina está presente em todos 

os tecidos do corpo humano, com ações específicas a nível de SNC. Sua ação 

neuroprotetora tem sido estudada; achados envolvendo interações com a modulação 

do volume do corpo celular (LAMBERT, 2004) e metabolismo do Ca2+ (EL IDRISSI, 

2008a), levam a diversas aplicações junto às células do SNC como neurotransmissor, 

a taurina atua ainda como agonista de GABAR e receptores de glicina (GlyR) 

(ALBRECHT; SCHOUSBOE, 2005). Sua ação inibitória tem sido relacionada com 

melhoras nos processos de memória e aprendizado (EL IDRISSI, 2008b; NEUWIRTH; 

VOLPE; EL IDRISSI, 2013). 

Duas vias principais caracterizam a sinalização unidirecional relacionada 

ao LTP. A via trissináptica e a via dissináptica. A via trissináptica leva esse nome 

devido sua interação entre três áreas distintas, as células granulares do giro denteado 

(GD) recebem a informação, pela via perfurante do córtex entorrinal, e se comunicam 

com os neurônios piramidais de CA3 pelas fibras das células musgosas neuronais. O 

último elo dessa via é feito pela via colateral de Schaeffer, atingindo a zona de CA1 

(Figura 4) (AMARAL; WITTER, 1989). 

Por sua vez, a via dissináptica é mais simples e envolve a participação de 

CA2, onde estes neurônios piramidais recebem poucas aferências do córtex entorrinal 

e enviam estímulos excitatórios para a zona de CA1 (CHEVALEYRE; SIEGELBAUM, 

2010).  
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Figura 4 - Visão geral do hipocampo de um camundongo e esquema da via de 

sinalização trissináptica hipocampal 

 

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

Esquema gráfico demonstrando o cérebro do camundongo adulto visão superior, imagem 

(a). Feito o corte em micrótomo à distância de 2mm do bregma com fixação em TissueTek, 

obtém-se a imagem (b), com representação gráfica na imagem (c). A imagem (d) mostra 

o corte histológico corado com azul de toluidina, apresentando as áreas CA1-CA3, hilo e 

GD. Na imagem (d) é demonstrada a via de sinalização trissináptica com a via perfurante 

oriunda do córtex enterorinal, ligação das fibras musgosas de GD com CA3 e ligação de 

CA3 através da via colateral de Schaeffer até CA1  

 

A navegação espacial, associada à formação de memória, é relacionada 

com pontos chave do trajeto entre neurônios. De forma que novos pontos formam um 

novo trajeto. Ou seja, o aprendizado ocorre pela formação de caminhos conhecidos, 

novos caminhos são formados a partir da inserção de um novo elemento (LISMAN et 

al., 2017).  

Mesmo o comportamento exploratório é influenciado por esse sistema de 

aprendizagem, impelindo à exploração e ao conhecimento do novo ambiente. O uso 

no futuro de informações adquiridas no passado pode resgatar essa memória 

parcialmente, mas forma uma nova memória a partir das novas percepções do 

ambiente. Isso é bem percebido em testes de comportamento com a vertente reversa 

(LEE; NADER; SCHILLER, 2017), consolidação de memória (DONGAONKAR et al., 
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2013), atualização de memória (HUPBACH; GOMEZ; NADEL, 2009) e aprendizado 

integrado (SCHLICHTING; PRESTON, 2015). 

A comunicação entre neurônios, ocorre por mensageiros, os 

neurotransmissores. Estes são alterados em resposta a estímulos externos e internos. 

Estresse, maturação biológica, aprendizado, são apenas alguns pontos onde a 

modulação dos neurotransmissores é realizada, e por sua vez modula o tipo de 

resposta celular final e a formação de memória (Tabela 1) (PALACIOS-FILARDO; 

MELLOR, 2019). 
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Tabela 1 - Principais neurotransmissores que atuam na memória 

Neurotransmissor Síntese Receptores Funções Referências 

Glutamato Sintetizado a partir da ação 
da enzima glutaminase, 
sintetizada nas 
mitocôndrias, sobre a 
glutamina captada no 
terminal pré-sináptico ou a 
partir da transaminação do 
α-cetoglutarato presente no 
ciclo de Krebs. 

Receptores metabotrópicos 
(MGLUR) acoplados a proteína G 
(GPCRs), com 7 domínios 
transmembrana (respostas mais lentas, 
propagando sinais de aumento ou 
redução da excitabilidade celular.                                       
Receptores ionotrópicos (IGLUR) 
NMDA (canais iônicos permeáveis a 
Ca2+) e receptores Não-NMDA (AMPA 
e Cainato), os quais geram potenciais 
de ação que são necessários para a 
abertura dos receptores NMDA. Dentre 
os receptores NMDA, GluN1, GluN2A e 
GluN2B são os subtipos mais comuns 
nas áreas do hipocampo e córtex pré-
frontal. 

Papel crucial nas transmissões sinápticas 
rápidas e na potenciação de longo prazo, 
exercendo papel de substrato molecular 
relacionado a aprendizagem e memória. 
Uma parte do glutamato sintetizado é 
utilizada ao se ligar nos receptores, outra 
porção é recaptada, principalmente pelas 
células gliais, onde é reconvertido em 
glutamina pela enzima glutamina-
sintetase. O glutamato está associado ao 
aprendizado e a memória por repetição 
possivelmente, tendo como via principal 
os receptores GluN1. No hipocampo, as 
células granulares e piramidais, são 
glutamatérgicas de ação excitatória. 

 

(BROSNAN; 
BROSNAN, 
2013; CRUZAT 
et al., 2018; 
WALKER; VAN 
DER DONK, 
2016). 

GABA É sintetizado a partir da ação 
das enzimas glutamato 
descarboxilase, GAD65 e 
GAD67, convertendo 
aminoácidos excitatórios em 
GABA a partir da interação 
com a Vitamina B6 ativa. 

Receptores ionotrópicos, GABAA e 
GABAC, majoritariamente inibitórios, 
atuam promovendo uma 
hiperpolarização celular quando 
ativados, pela abertura de canais CL-.                               
Receptores metabotrópicos, GABAB, 
também inibitórios, atuando na ativação 
de canais de K+ e bloqueio de canais 
Ca2+ 

O GABA é relacionado a 
neurotransmissão quando sintetizado 
pela GAD65, ou atua como agente 
sinaptogênico e protetor contra lesões 
neurais, quando sintetizado pela GAD67, 
além de promover o crescimento de 
neuritos por vias dependentes de Ca2+.                                  
Os receptores ionotrópicos GABAA são 
os mais encontrados no hipocampo tendo 
suas subunidades espalhadas em toda 
região. Suas subunidades α2 e α3 são 
mais concentradas nas sinapses, 
enquanto α4 e α5 são mais expressas na 
região extrasináptica 

(AHNERT-
HILGER; JAHN, 
2011; 
HÖRTNAGL et 
al., 2013; 
OLSEN; 
DELOREY, 
2015). 

Glicina É sintetizada a partir da 
serina, pela ação da serina 
hidroximetiltransferase. 

Os receptores de Glicina também são 
canais de CL-, semelhantes aos 
receptores GABAa. Permitindo a 

Metade das respostas inibitórias da 
medula espinhal possuem a glicina como 
neurotransmissor. No hipocampo, o 

(ZHANG et al., 
2008a). 
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Após sintetizada, é 
transportada para vesiculas 
sinápticas pelos mesmos 
transportadores vesiculares 
gabaergicos. 

entrada de íons CL- e promovendo uma 
despolarização celular, com 
consequente resposta inibitória. 

transportador GlyT1 é expresso 
principalmente em neurônios e astrócitos 
de sinapses glutamatérgicas, quando 
bloqueado pode facilitar a plasticidade 
sináptica. O papel da glicina é 
questionado, pela pouca expressão de 
seus receptores específicos, sendo ainda 
pouco conhecido seu papel sobre a 
memória. 

Dopamina A síntese dopaminérgica se 
dá a partir de uma cadeia de 
reações enzimáticas. 
Inicialmente se forma 
DOPA, pela hidroxilação da 
Tirosina. Por sua vez DOPA 
é descaboxilado pela ação 
da enzima DOPA-
descarboxilase formando 
por fim, a Dopamina como 
produto final. 

Os receptores dopaminérgicos são 
membros da famíllia dos receptores 
acoplados a proteína G. Sendo eles D1, 
D2, D3, D4 e D5. D1 e D5 agem a partir 
da adenilciclase, aumentando a 
disponibilidade de AMPc intracelular, já 
os receptores D2, D3 e D4, agem 
inibindo essa reação. 

De modo geral, a dopamina regula 
movimentos corporais, atenção, 
motivação, reforço, satisfação e 
recompensa. No hipocampo, essa 
monoamina afeta reações neurais 
relacionadas a plasticidade, como a 
formação de memórias de situações não 
usuais, ou seja, aquelas que não estão 
presentes no cotidiano. Além disso, a 
liberação dopaminérgica advinda das 
fibras noradenérgicas presentes no 
Locus Cerúleo, está ligada formação de 
memória. 

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

Acetilcolina É sintetizada a partir da 
Acetil-CoA e da colina, ao 
sofrerem a ação da enzima 
colina-acetiltransferase. 
Após a sintese, é captada 
por transportadores 
vesiculares de Ach. Após 
enviar a resposta a partir de 
seus receptores, é 
degradada pela 
Acetilcolinesterase presente 
na fenda sináptica. 

Os receptores colinérgicos podem ser 
ionotrópicos ou metabotrópicos. Sendo 
os ionotrópicos denominados 
receptores nicotínicos, canais iônicos 
dependentes de ligante Na+. Os 
metabotrópicos, receptores 
muscarínicos são acoplados a proteína 
G, sendo denominados de M1a M5. M1, 
M3 e M5, agem via proteína Gq, com 
respostas excitatórias, já os receptores 
M2 e M4 agem via proteína Gi, com 
resposta inibitória. 

Além de estar presente nas sinápses 
entre nervos e musculos esqueléticos e 
cardíacos, e controlar algumas funções 
do SNparassimpático, a acetilcolina 
(ACh) é um neurotransmissor 
diretamente relacionado ao aprendizado 
e memória, atuando no hipocampo como 
modulador da plasticidade neuronal, ao 
ativar principalmente receptores 
muscarínicos (M1) acoplados à proteína 
G. 

(BEAR; 
CONNORS; 
PARADISO, 
2016). 

Fonte: autoria própria 
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1.3.1 Função da acetilcolina na formação de memória 

 

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor diretamente relacionado ao 

aprendizado e memória. Em resposta a estímulos ambientais, fibras colinérgicas da 

área de Broca lançam ACh no hipocampo. O bloqueio de receptores colinérgicos está 

diretamente relacionado com a redução da capacidade de aprendizado (HANGYA et 

al., 2015; TELES-GRILO RUIVO et al., 2017). A atuação da ACh ocorre pela ativação 

de receptores nicotínicos e muscarínicos (M1) acoplados à proteína G, atuando junto 

aos LTP, moduladores da plasticidade neuronal (PALACIOS-FILARDO; MELLOR, 

2019). 

Um dos receptores colinérgicos mais associados à modulação da 

plasticidade neuronal é o M1R, atuando pela despolarização pós-sináptica e a maior 

expressão dos NMDAR, aumentando a excitabilidade celular pela inibição dos canais 

de K+ e ativação dos canais de Ca++ (BUCHANAN et al., 2010). Como efeito regulador 

da neuroexcitabilidade, a ACh também promove a excitação de interneurônios, 

aumentando a liberação de GABA, porém esse mecanismo ainda não foi totalmente 

esclarecido (TANG et al., 2011).  

Na zona CA1 a ACh tem ação potenciadora da via colateral de Schaefer, 

ligando CA1 a CA3, pela ativação de receptores nicotínicos (α7 ou não-α7) nos 

neurônios piramidais e interneurônios GABAérgicos (LEÃO et al., 2012). Porém essa 

via não é plenamente aceita, isso ocorre devido à ação tempo dependente da ACh, 

sendo relacionada à razão tempo de estímulo colinérgico e tempo de estímulo 

glutamatérgico em CA1 (GU; YAKEL, 2011). No giro denteado, a ACh é relacionada 

à ativação astrocitária (PABST et al., 2016) e aumento do potenciação de longo termo 

pela ativação de receptores muscarínicos (WELSBY; ROWAN; ANWYL, 2009).  

Ham e Yakel (2017), citam quatro formas pelas quais a ACh atua 

modulando a memória, das quais três delas estão destacadas. A primeira delas é que 

afeta apenas a memória de aprendizado dependente do hipocampo, memória 

declarativa, de episódios ou de sequência de eventos, por sua vez não afetando a 

memória de procedimentos, ações (VON LINSTOW ROLOFF et al., 2007; HAAM; 

YAKEL, 2017).  

A ação da ACh está diretamente relacionada à liberação de GABA e 

glutamato pelos neurônios colinérgicos, ou seja, não se tem uma clara percepção de 

qual real ação de cada um. Dessa forma, resultados de estudos com foco nas 
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vesículas 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 o uso de neurotoxinas específicas para neurônios colinérgicos (CAI; 

GIBBS; JOHNSON, 2012). 

O estímulo ambiental sensorial é, inicialmente captado pelo córtex e 

enviado ao hipocampo, onde a memória temporária é codificada e transferida de volta 

ao córtex para o armazenamento de longo prazo, consolidação (CHROBAK; LRINCZ; 

BUZSÁKI, 2000). Desse modo, a terceira forma postulada de modulação da ACh na 

memória é pela sua maior atuação na fase de codificação, com a presença de maiores 

níveis de ACh no hipocampo durante esse estágio do que na fase de consolidação da 

memória (HASSELMO; MCGAUGHY, 2004). Corroborando com a afirmação, foi 

observado que a escopolamina, um antagonista de receptores muscarínicos, 

promoveu um prejuízo na codificação da memória, porém sem efeitos na memória 

previamente consolidada quando administrada em ratos wistar, enquanto a 

administração de fisostigmina, inibidor de acetilcolinesterase, promoveu uma 

consolidação de memória deficitária (NEWMAN; GOLD, 2016; KUKOLJA; THIEL; 

FINK, 2009). 

 

1.3.2 Papel do glutamato na formação da memória 

 

Os receptores para glutamato podem ser, de uma forma geral divididos 

como receptores AMPAR, NMDAR e kainato. O LTP dependente dos receptores 

glutamatérgicos é a forma mais conhecida de transmissão sináptica, diretamente 

relacionada com o aprendizado. Os NMDAR são normalmente bloqueados por íons 

magnésio, sendo desbloqueados por estímulo via despolarização celular por ligações 

com AMPAR. Os NMDAR são os mais comuns em neurônios glutamatérgicos, sendo 

divididos em di e triheterométrico a depender da combinação de subunidades 

presentes (PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013; KUMAR, 2015). Desses subtipos, os 

GluN1, GluN2A e GluN2B são os mais comuns nas áreas do hipocampo e córtex pré-

frontal, regiões relacionadas às funções cognitivas (PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 

2013; SANZ-CLEMENTE; NICOLL; ROCHE, 2013). 

A redução da expressão dessas subunidades está relacionada com 

prejuízo na plasticidade neuronal e ativação da LTD, bem como seus aumento se 

relaciona com eventos de aprendizado e requisição de memória. A expressão delas 
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pode ser afetada por tratamentos com corticosterona (TSE et al., 2011) e condições 

patológicas como o Alzheimer (DINAMARCA; RÍOS; INESTROSA, 2012) e o 

Parkinson (LOOPUIJT; SCHMIDT, 1998).  

Desses receptores, os GluN1 e GluN2A parecem estar mais relacionados 

com o aprendizado. Em estudo com a exposição de animais a ambientes novos, como 

campo aberto (BAEZ et al., 2013) e labirinto aquático de Morris (CAVALLARO et al., 

2002), houve aumento da expressão desses receptores logo após a sessão, com 

retorno aos níveis do grupo controle cerca de 90 minutos após o fim do teste. Em 

estimulação prolongada, de 10 dias, em labirinto radial, foi encontrado aumento da 

expressão de GluN1 e GluN2B no hipocampo e GluN1 e GluN2A no córtex pré-frontal, 

seis horas após a estimulação (SHANMUGASUNDARAM et al., 2015). Porém, a 

superexcitação de receptores GluN2B tem sido associada a vias de sinalização de 

apoptose (LIU et al., 2007). 

 

1.3.3 Papel do GABA e glicina na formação de memória 

 

Interneurônios são encontrados em todo tecido hipocampal, sendo os 

principais deles GABAérgicos, atuando como moduladores inibitórios. Os receptores 

ionotrópicos GABA-AR são os mais encontrados no hipocampo tendo suas 

subunidades espalhadas em toda região (HÖRTNAGL et al., 2013). Suas 

subunidades α2 e α3 são mais concentradas nas sinapses, enquanto α4 e α5 são 

mais expressas na região extrasináptica (KASUGAI et al., 2010). Nos dendritos de 

CA1, α1 se encontra mais expressa na região distal de dendritos e α2 na porção inicial, 

atuando como reguladores do potencial de ação (PRENOSIL et al., 2006; KERTI-

SZIGETI; NUSSER, 2016). 

A subunidade α2 presente no giro denteado e CA3 se relaciona com o 

aprendizado do medo (ENGIN et al., 2016), enquanto α5 possui baixa expressão 

apenas no giro denteado e se relaciona com o controle da inibição fásica, 

principalmente quando existe alta concentração de GABA (GLYKYS; MANN; MODY, 

2008; ZARNOWSKA et al., 2009). A subunidade α5 também se relaciona com a 

indução do LTP na região ventral do hipocampo, região mais relacionada com a 

formação de memória de longa duração (POFANTIS; PAPATHEODOROPOULOS, 

2014). 
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Animais nocautes em α5 apresentaram prejuízo cognitivo no aprendizado 

pelo labirinto aquático de Morris (ENGIN et al., 2015), bem como modelos de inibição 

desse receptor por inibidores específicos apresentaram déficit cognitivo (RUDOLPH; 

MÖHLER, 2014). Além disso, após testes de memória e aprendizado foram 

percebidos aumentos na expressão das subunidades α5 e α1, demonstrando uma 

possível interação deles no processo de aprendizado (GHAFARI et al., 2017).  

Por sua vez, a inibição da subunidade α2 em neurônios piramidais de CA1 

melhora o aprendizado de medo em testes de condicionamento de medo (MÒDOL; 

DARBRA; PALLARÈS, 2011) e esquiva passiva (ENGIN et al., 2016). Já a redução 

dela no giro denteado promove uma melhora na reação nos testes de reconhecimento 

de novos objetos (FAN et al., 2013) e memória espacial (ENGIN et al., 2015, 2016). 

A glicina é um neurotransmissor inibitório de ampla ação no SNC, sua ação 

no hipocampo é questionada devido à baixa expressão de receptores específicos. O 

receptor de glicina presente no hipocampo é o GlyR, porém, além de se ligar a ele, a 

glicina pode se ligar a NMDAR e reduzir a expressão de receptores GABAA, tendo 

atuação no controle excitatório/inibitório (LI; XU, 2002; ZHANG et al., 2008b).  

Animais nocautes para presença de transportadores de glicina (GlyT1 e 

GlyT2) em neurônios glutamatérgicos apresentaram efeitos diversos na regulação 

sináptica, com prejuízos motores e da musculatura respiratória (GOMEZA et al., 

2003a, 2003b). No hipocampo, o transportador GlyT1 é expresso principalmente em 

neurônios e astrócitos de sinapses glutamatérgicas, quando bloqueado podem facilitar 

a plasticidade sináptica (ZHANG et al., 2008a). 

 

1.4 A interação do MeHg com o metabolismo lipídico 

 

Alguns estudos vêm abordando a toxicidade do MeHg como agente pró-

aterosclerótico. Aumento da pressão arterial (PA), glicemia, triacilglicerois e colesterol 

total, são alguns parâmetros associados à intoxicação por MeHg em achados recentes 

(BARROS, 2017; LACERDA LEOCÁDIO et al., 2020). 

Quando comparados os efeitos experimentais da intoxicação por 20mg/L 

de MeHg por 21 dias com os do consumo de uma dieta com 62% de lipídeos por 40 

dias, percebeu-se o aumento da PA, dislipidemia e redução da atividade da 

paraoxanase no grupo intoxicado (LACERDA LEOCÁDIO et al., 2020). Efeito 

semelhante foi relatado em residentes de Minamata expostos à contaminação por 
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MeHg. Conforme relatado por Inoue et al., (2012), e Yorifuji et al., (2010), indivíduos 

residentes em Minamata intoxicados com MeHg tiveram sintomas de hipertensão 

arterial, dislipidemia e aterosclerose.  

O aumento nas concentrações séricas de colesterol total se relaciona com 

o metabolismo hepático dos lipídeos. Com o aumento das concentrações séricas de 

colesterol, ocorre uma maior ativação da via de transporte reverso. Essa via tem como 

molécula carreadora a fração HDL, através da ligação de apo A1 com moléculas de 

colesterol oriundas das células dos tecidos para o fígado (LIMA; CARVALHO; SOUSA, 

2007). A lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) atua no processo de esterificação 

do colesterol, tornando a molécula de HDL mais esférica, mantendo um núcleo 

lipídico. Essa molécula de HDL modificada sofre com a ação da enzima lipase 

hepática e entra no tecido hepático por ligantes específicos, como o receptor de 

sequestrador classe B tipo 1 (SR-B1) para iniciar o ciclo hepático do colesterol (LIMA; 

COUTO, 2006). 

O MeHg induziu, no estudo de Lacerda Leocadio et al., (2020), a aumento 

da expressão gênica de LCAT e redução da expressão de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-

CoA redutase (HMG CoAr) no fígado, podendo indicar uma autorregulação do 

organismo. Uma vez que os animais apresentaram altas concentrações séricas de 

colesterol, houve maior expressão da LCAT, pelo maior transporte reverso e menor 

síntese de colesterol pela ação da HMG CoAr sobre a HMG CoA, precursora na 

gênese do colesterol. 

Outros estudos corroboram com o aumento de marcadores de risco 

cardiovascular em indivíduos contaminados por MeHg. Estudo realizado pela 

Pesquisa Nacional de Saúde e Nutrição Coreana, com 3951 adultos, demonstrou 

aumento nos níveis séricos de colesterol total e lipoproteína de baixa densidade (LDL-

C) (CHO, 2017). Raymond et al., (2016), também demonstraram essa correlação em 

pescadores norte-americanos com mais de 50 anos. De forma semelhante, Zhang et 

al., (2018), demonstraram a relação da intoxicação 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 serão 

apresentados três fatores. O primeiro a ser destacado é o dano renal promovido pelo 

MeHg. Moreira et al., (2012), ao administrar 40mg de MeHg/L na água de beber de 

camundongos C57BL6J por 28 dias, percebeu dano renal em análise histológica. 

Demonstrando redução dos corpúsculos renais e encolhimento dos glomérulos, além 
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do aparecimento de vacúolos nas células do epitélio tubular. O dano renal pode por 

sua vez estimular a atividade simpática, através do sistema renina-angiotensina-

aldosterona (DONG et al., 2015).  

O segundo fator relacionado é a interação do MeHg com a formação de 

placas de ateroma e regulação do metabolismo lipídico. No estudo de Lacerda 

Leocadio et al., (2020), percebeu-se que o MeHg reduziu os níveis séricos de 

paraoxonase (PON1). Esta enzima está associada à redução de placas de ateroma, 

reduzindo a oxidação de LDL e evitando dano vascular. A redução dos níveis séricos 

de PON1 está diretamente associada ao desenvolvimento de doença cardiovascular 

(MURILLO-GONZÁLEZ et al., 2020). A formação de placas ateroscleróticas após a 

intoxicação por MeHg (20mg/L por 21 dias) foi verificada mesmo sem a presença de 

uma dieta rica em lipídeos. Os danos se localizaram tanto no arco aórtico como na 

aorta torácica, sugerindo que o MeHg pode estar associado a um dano endotelial. 

Além do dano aórtico, o MeHg também provocou a formação de áreas de estenose 

em carótidas, com dano significativo epitelial (SILVA et al., 2020). Esse dano 

endotelial pode estar associado ao dano oxidativo, que promove redução da óxido 

nítrico sintase endotelial (eNOS), aumentando a resistência periférica dos vasos e a 

tensão local (ISLAM et al., 2016). 

O terceiro elemento que pode se associar a alterações metabólicas 

promovidas pela intoxicação por MeHg é a alteração da microbiota intestinal e o 

subsequente dano à barreira intestinal. Essa ação deve ser destacada devido à 

influência na absorção de nutrientes e na proteção contra infecção bacteriana (XIA et 

al., 2019; ZHAO et al., 2020). Com isso, níveis mais elevados de lipopolissacarídeos 

(LPS) podem atingir o sistema nervoso, promovendo um estado de neuroinflamação, 

aumentando os níveis de citocinas pró-inflamatórias e levando à ativação de vias 

apoptóticas (PINTO et al., 2020).  

O LPS é um subproduto presente na membrana celular de bactérias Gram-

negativas, aumentando na circulação em casos de infecções bacterianas localizadas 

(translocação) ou sistêmicas, além de contaminação alimentar ou pela água. O 

aumento do LPS sérico está associado a uma condição chamada de endotoxemia, 

que por sua vez é ligada a doenças crônicas como Alzheimer, dislipidemias e sepse 

(MUNFORD, 2016). Níveis mais elevados de LPS no sangue periférico também estão 

associados à redução da neurogênese hipocampal em camundongos (VALERO et al., 

2014). 
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1.5 Neurotoxicidade induzida pelo metilmercúrio 

 

Após a absorção pelo trato gastrointestinal, o MeHg atinge a corrente 

sanguínea, sendo também transportado por transportadores apicais como, 

transportadores de ânions orgânicos 1 (OAT 1), transportadores proteínas resistentes 

a multidrogas 2 (MRP2) e transportadores de membrana de influxo (ABCC2) 

(MADEJCZYK et al., 2007a; PRINCE et al., 2014a). Seu transporte é facilitado devido 

à ligação com a cisteína, formando o complexo MeHg-S-Cys e se ligando ao radical 

tiol da cadeia β da hemoglobina, nos eritrócitos (KERSHAW; DHAHIR; CLARKSON, 

1980; FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011). 

Ao atingir o sistema nervoso central (SNC), o MeHg é transportado através 

da barreira hematoencefálica (BHE) pelo transportador de L-aminoácidos 1 (LAT1) 

presente nos astrócitos, componentes da BHE, e neurônios. Parte dele é então 

retirada do meio intracelular desses astrócitos e lançada no meio extracelular cerebral, 

sendo absorvido por neurônios e principalmente células da glia (Figura 5) (NI et al., 

2012). 

A retirada do MeHg do meio intracelular se dá pelos transportadores MRPs, 

após se ligarem a moléculas de glutationa (GSH), formando o complexo GSHgCH3 

(Figura 6) (RUSH et al., 2012).  

O comprometimento neurológico de intoxicados por MeHg há algum tempo 

é alvo de muitos estudos e pesquisas. Estudos desenvolvidos com crianças expostas 

ao organometal demonstraram atrasos no desenvolvimento neurológico, relacionando 

os níveis de mercúrio com baixos índices na Escala de Desenvolvimento Infantil 

Bayley (FILLION et al., 2013; COSTA JUNIOR et al., 2018). 
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Figura 5 - Esquema gráfico da entrada do MeHg no Sistema Nervoso Central através 

do trato gastrointestinal 

 

Fonte: Pinto, (2018). 

O Hg é depositado no leito de rios pela atividade mineradora ilegal e metilado por bactérias, se 
acumulando no músculo de peixes e sofrendo acumulo por magnificação trófica. Após entrar no 
organismo humano pelo trato gastrointestinal, ele atravessa a membrana lipídica das células epiteliais, 
componente lipofílico, atingindo a corrente sanguínea. Onde se liga com resíduos de cisteína nos 
eritrócitos. Após atingir o SNC atravessa a BHE pelos transportadores LAT-1 dos astrócitos (PINTO, 
2018). 

 

 



44 

 

Figura 6 - Esquema do efeito neurotóxico do MeHg no SNC 

 

Fonte: Adaptado de Farina, Rocha e Aschner, (2011). 

O estresse oxidativo induzido por MeHg, Ca2+, quebra da homeostase glutamatérgica e sua 
repercussão nos circuitos trisinaptico hipocampal. O metilmercúrio (CH3Hg +; MeHg) inibe 
a captação do glutamato liberado por astrócitos (i) além de provocar aumento na liberação 
(ii), levando ao aumento de glutamato extracelular. Como consequência, ocorre uma 
hipertativação de receptors glutamatérgicos (NMDA) (iii). Levando ao aumento do influxo de 
Ca2+ no neurônio pós-sináptico, promovendo uma cascata de ativação de vias pró-
apoptóticas. Além disso, o Ca2+ absorvido pela mitocôndria, pode gerar um desequilíbrio 
na cadeia transportadora de elétrons, com consequente aumento da liberação de EROs (v). 
Este último evento também é estimulado diretamente pelo MeHg (vi). O aumento na 
liberação de ERos (principalmente H2O2) pode reduzir a capacidade de captação do 
glutamato, com consequente excitotoxicidade glutamatérgica (vii) (FARINA, ROCHA E 
ASCHNER, 2011). 
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1.5.1 Aumento de espécies reativas de oxigênio e indução de apoptose pela 

intoxicação por MeHg 

 

Uma vez no meio intracelular, o MeHg promove o aumento da expressão 

de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) na membrana celular, aumentando o 

influxo de cátions como Ca2+ e Na+ (BROWN, 2010). O aumento da concentração de 

Ca2+  eleva a excitabilidade celular, aumentando a liberação de neurotransmissores, 

como glutamato e GABA (ASCHNER et al., 1993; YUAN; ATCHISON, 1997b; ALLEN; 

SHANKER; ASCHNER, 2001). 

Por outra via citotóxica, o MeHg age promovendo a disfunção da cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial, induzindo a despolarização da membrana e 

rompimento, pelo aumento do influxo de íons como o Ca2+ e o K+. essa ação promove 

o aumento da concentração de espécies reativas de oxigênio (EROs) no meio 

intracelular (LIMKE; ATCHISON, 2002; GARG; CHANG, 2006). Como forma de 

reação à intoxicação por MeHg, aumenta no citoplasma a concentração de GSH, 

promovendo a retirada do organometal do meio intracelular e se ligando às EROs, 

gerando glutationa oxidada (GSSG). Esse mecanismo porém se mostra impactado 

pela intoxicação por MeHg, uma vez que a síntese de Gpx fica comprometida, pelo 

aumento da concentração de Ca2+ intracelular e consequente maior síntese de óxido 

nítrico (ON) (KIM et al., 2007; FRANCO et al., 2009b; ISLAM et al., 2016).  

Outro mecanismo pelo qual o MeHg promove prejuízo ao ciclo antioxidante 

GSH-GSSG é a inibição dos canais captadores de cistina (ASCHNER et al., 2000b; 

ALLEN et al., 2002b), aminoácido que participa da síntese do GSH (YIN et al., 2016). 

A administração oral de 1,5mg por dia de MeHg promoveu redução na 

atividade de Gpx após seis e oito semanas de intoxicação, porém com aumento da 

atividade da catalase (FUJIMURA; USUKI, 2017). Aparentemente a administração 

oral promove uma ação reduzida e retardada sobre o momento da intoxicação por 

MeHg. Em estudo com dose única via intraperitoneal de 0,6 e 5,0 mg de MeHg/kg de 

peso, camundongo com 4 dias de nascido, verificou-se aumento da imunomarcação 

para caspase 3 em neurônios hipocampais (SOKOLOWSKI et al., 2011a). 

O aumento da expressão de caspase 3 pelos neurônios hipocampais está 

associado ao dano na membrana mitocondrial e liberação de citocromo C, além do 

aumento da concentração intracelular de Ca2+. Isso se comprova devido ao aumento 

da razão de Bax/Bcl2 percebida por Skolowski et al., (2011a).  
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Bcl2 é uma proteína anti-apoptótica, que atua na membrana mitocondrial. 

Desempenha um papel antioxidante, aumentando sua expressão com o aumento de 

EROs ou redução de GSH no citosol. O aumento da sua expressão promove o 

aumento da concentração de GSH no citosol pelo aumento da síntese e redução do 

efluxo (WILKINS et al., 2012). Logo, sua relação é inversamente direta ao aumento 

da caspase 3.  

 

1.5.2 Lesão na BHE e neuroinflamação induzida pela intoxicação por MeHg 

 

Além de danos relacionados ao estresso oxidativo nas células do SNC, o 

MeHg é capaz de promover dano na BHE, também pela redução da atividade de 

agentes antioxidantes. Takahashi et al., (2017), ao demonstrarem que a dose de 20mg 

de MeHg/L na água de beber por três semanas é suficiente para promover um 

acúmulo de 10µg de MeHg/g do cérebro e de cerca de 15µg de MeHg/g do cérebro 

de ratos Wistar. Verificaram que houve aumento de expressão do fator de crescimento 

vascular endotelial (VEGF) em astrócitos do cerebelo e da região occipital mas não 

da região frontal do cérebro. O dano na BHE também só foi percebido com quatro 

semanas de intoxicação por MeHg, com extravasamento de IgG no cerebelo dos 

animais e diminuição da expressão de antígeno celular endotelial de rato 1 (RECA-1). 

Esses dados demonstram a capacidade do MeHg de gerar lesão na BHE 

por dano astrocitário, gerando aumento da neuroinflamação e perda da integridade da 

barreira, facilitando a passagem de proteínas e bactérias agressivas ao SNC. O VEGF 

regula a permeabilidade vascular e pode estar envolvido na formação de edemas 

(TAKAHASHI; SHIMOHATA, 2019). O mesmo aumento da expressão 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 

expressão de VEGF nas duas linhagens. 

O dano à BHE é outro elemento na complexa cadeia de neurotoxicidade 

induzida pelo MeHg. A concentração de MeHg nas células gliais tende a ser superior 

à dos neurônios. Isso se deve à função protetora desses componentes, absorvendo 

elementos tóxicos ao SNC. Quando comparada a concentração entre astrócitos e 

micróglia, percebe-se uma maior concentração nestas, uma vez que possuem um 

menor corpo celular (GARG; CHANG, 2006).  
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Outro possível fator influente na maior concentração de MeHg no meio 

intracelular da micróglia é a maior disponibilidade de grupamentos tiol no citoplasma 

delas. Com a ligação do MeHg a esses grupamentos tiol e seleniol, ocorre uma maior 

formação de EROs, devido à menor ação de agentes antioxidantes, como o GSH e 

Gpx (ALLEN; SHANKER; ASCHNER, 2001; SANTOS ALCÁNTARA; INESTROSA 

CANTÍN, 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 

ligação do MeHg, inviabilizando a atuação dessas enzimas (FARINA; ROCHA; 

ASCHNER, 2011). 

Em co-culturas de micróglia, concentrações acima de 1µM exibiram morte 

celular, porém, naquelas com concentrações abaixo de 1µM as células apresentaram 

sinalização extracelular com ATP via mecanismos dependentes de MAPK p38 e 

transportador de nucleotídeo vesicular (VNUT), condição aumentada em respostas 

inflamatórias (SHINOZAKI et al., 2014). Esta sinalização extracelular ativa os 

receptores de membrana P2Y1 dos astrócitos, que lançam IL-6 como resposta à 

agressão sinalizada, promovendo proteção neuronal (NOGUCHI et al., 2013).  

Em casos mais acentuados de neuroinflamação, a IL-6 é secretada pela 

própria micróglia, mas é dependente de concentração de ATP maiores que 100µM, 

ativando o receptor P2X7 expresso na superfície celular da micróglia (SHIGEMOTO-

MOGAMI  et al., 2001). Fato que não foi percebido por Shinozaki et al., (2014), uma 

vez que mesmo em concentrações de 3 µM de MeHg de co-culturas de astrócitos e 

micróglia não se percebeu tão alta liberação de ATP. 

A maior expressão de MAPK p38 foi então associada à liberação de ATP 

como sinalizador. Porém, esta proteína também se relaciona com a liberação da 

metaloproteinase-9 e mieloperoxidase (MPO) em neutrófilos, 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 sinalização inflamatória mediada pela micróglia na presença de 

baixas doses de MeHg 

 

Fonte: Adaptado de Shinozaki et al., (2014). 

Via de sinalização micróglia-astrócito, em cocultura de células. Na presença de baixas 

concentrações de MeHg (3µM) a micróglia secreta ATP, via MAPK p38, ativando o receptor P2Y1 

astrocitário. Essa ação induz ao astrócitos a liberação de IL-6 como sinalizador anti inflamatório para 

os neurônios (SHINOZAKI et al., 2014). 

 

Além da neurotoxicidade induzida pelo MeHg ao atravessar a BHE, o dano 

no epitélio intestinal e alteração na microbiota podem estar associados com o aumento 

no LPS circulante (PINTO et al., 2020). Essa condição se associa a um quadro de 

endotoxemia, elevando os níveis de marcadores inflamatórios no sangue e induz a 

danos na BHE (BANKS et al., 2015). 

Estudo de Banks et al., (2015), testaram a integridade da BHE 24h após 

injeção intraperitoneal de 3mg/kg de LPS em camundongos. Encontrando redução do 

peso corporal, aumento de permeabilidade capilar (redução da 14C-Sucrose sérica), 

aumento das citocinas IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 no cérebro, aumento da 

concentração de albumina no cérebro, aumento de IBA-1 e GFAP cerebral e de 

TREM2 plasmático. A molécula de TREM2 é um sinalizador de superfície presente 

em macrófagos e monócitos, atuando como regulador do estímulo pro-inflamatório 

(SCHMID et al., 2009). A ação deletéria do LPS está diretamente associada ao 

aparecimento de Alzheimer e outras doenças crônico degenerativas (WANG et al., 

2018b; KIRK et al., 2019). 
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1.5.3 A ação neurotóxica do MeHg na sinalização neuronal 

 

As vias de sinalização neuronal verificadas para a formação da memória 

são o sistema glutamatérgico, GABAérgico, dopaminérgico, colinérgico, 

serotoninérgico e noradrenalinérgico (MYHRER, 2003). O MeHg tem conhecida ação 

nos sistemas colinérgico, glutamatérgico e GABAérgico, com aumento da liberação 

de neurotransmissores e inibição da ação da acetilcolinesterase.  

No estudo de Han et al., (2017), foi demonstrado que injeções 

intraperitoneiais diárias de 5µg de MeHg/kg em ratos por 20 dias induziu aumento da 

peroxidação lipídica, redução de GSH e atividade de Gpx, além de aumentar a 

concentração de citocromo C e de células apoptóticas, também reduzindo a atividade 

da acetilcolinesterase e da Na+/K+ ATPase no córtex desses animais.  

O citocromo C é lançado no citosol celular como consequência de dano à 

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 redução da atividade dos complexos II, I+III e IV da 

cadeia produtora de elétrons mitocondrial. Além de aumento das concentrações de 

MDA e redução de GSH e glutationa S-transferase. 

Devido sua ligação com grupamentos tiol, o MeHg também interage com a 

acetilcolinesterase (AChE), inibindo-a, dessa forma, atua prejudicando o processo de 

sinapse, o metabolismo de beta amiloide e proteína tau, além do processo de 

aprendizado e memória (SILMAN; SUSSMAN, 2005; FARINA; ROCHA; ASCHNER, 

2011; HAN et al., 2017). Além dessa enzima, o MeHg inibe a Na+/K+ ATPase, 

responsável pela manutenção da homeostase celular, propagação do impulso 

nervoso e liberação de neurotransmissores (FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011; 

ARNAIZ; ORDIERES, 2014; HAN et al., 2017). 

Resultados semelhantes de prejuízo na ação da AChE também foram 

encontrados por Agrawal, Bhatnagar e Flora (2015), porém, estes administraram 

cloreto de mercúrio a ratos em 30mg/L por seis meses na água de beber. Encontrando 

diminuição da atividade da AChE, e da concentração de dopamina e norepinefrina no 

cérebro total. O prejuízo na atividade da AChE se relaciona com a diminuição da 

plasticidade neuronal, uma vez que essa enzima hidrolisa a ACh em neurônios 

colinérgicos, para os terminais sinápticos (SOREQ, 2001).  
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Com a redução da atividade da AChE, aumenta a concentração de ACh da 

fenda sináptica, fato que em alguns modelos de doenças neurológicas é bem aceito, 

porém, se de forma patológica, pode gerar dano cognitivo ao indivíduo. A diminuição 

da atividade da AChE parece estar relacionada com o aumento da expressão de 

BDNF, ou seja, com o aumento da concentração de ACh (CHEN et al., 2018). O 

prejuízo no sistema colinérgico está relacionado com o desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas como a doença de Alzheimer (TODA; KANEKO; KOGEN, 2010). 

Em ação 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 o dano mitocondrial, já comentado, e a alteração do 

potencial de membrana, promovendo despolarização e maior expressão de NMDAR 

na fenda pós-sináptica, além de maior liberação de vesículas contendo glutamato pelo 

neurônio pré-sináptico (ALLEN; SHANKER; ASCHNER, 2001; MORI; YASUTAKE; 

HIRAYAMA, 2007b).  

Após a intoxicação por MeHg o neurônio então exibe uma conformação 

despolarizante, com aumento da excitabilidade pela maior concentração de glutamato 

na fenda sináptica. Este quadro é agravado devido à inibição da receptação do 

glutamato pelos astrócitos (DAVE et al., 1994; ASCHNER et al., 2000a; ALLEN et al., 

2002a; MANFROI et al., 2004).  

O aumento da excitabilidade neuronal com maior ativação dos NMDAR se 

relaciona com o aumento do influxo de Ca2+ no neurônio pós-sináptico e sinalização 

de vias apoptóticas. Essa sinalização é compreendida pelo dano na membrana 

mitocondrial (MORI; YASUTAKE; HIRAYAMA, 2007b; RUSH et al., 2012). O dano 

mitocondrial induz a liberação do citocromo C no citosol, com seguinte aumento da 

expressão de Bcl2 e ativação da via das caspases (SOKOLOWSKI et al., 2011b). 

De fato, existem poucos estudos que investigam a ação do MeHg no 

sistema glutamatérgico e GABAérgico hipocampal, e alguns não são recentes. Um 

deles é o estudo de Yuan e Atchison (1997b), onde o MeHg foi testado em lâmina de 

hipocampo de ratos, em concentração de 100µM. Observou-se que uma ação 

inibitória nos receptores GABAA, esses receptores se localizam no corpo celular e no 

axônio, atuando na hiperpolarização e despolarização de neurônios piramidais de 

CA1. Outra ação do MeHg foi percebida nos receptores GABAB, localizados nos 

neurônios pré e pós sinápticos. A inibição dos receptores GABA teve início mesmo 
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nas fatias com menor concentração de MeHg, com inibição da transmissão 

glutamatérgica de forma retardada, foram usadas para isso concentrações crescentes 

de 20 a 500µM de MeHg (YUAN; ATCHISON, 1995, 1997b). 

Esses receptores são associados a canais de K+, influenciados pela 

elevação na concentração intracelular de Ca2+, promovida pela intoxicação por MeHg. 

Devido a atuação bloqueadora do MeHg nos receptores GABAérgicos, verificou-se 

um aumento na excitabilidade celular pela redução do potencial inibitório pós 

sináptico, com aumento da concentração de GABA na fenda sináptica, isso foi 

verificado em fatias de hipocampo e cerebelo (YUAN; ATCHISON, 1997b, 2003; 

HERDEN et al., 2008). 

 

1.5.4 Prejuízos cognitivos e motores associados à contaminação por MeHg 

 

Estudos sobre os efeitos da intoxicação por MeHg com animais adultos são 

encontrados em menor escala. Isso ocorre devido ao estágio do desenvolvimento 

neuronal, sendo o adulto mais resistente a alterações que o cérebro em 

desenvolvimento. Outro fator importante é que, em sua maioria, a população afetada 

é exposta de forma bem precoce, devido a alimentação à qual está sujeita.  

Estudos de Kendricks et al., (2020), e Kendricks, Boomhower e Newland 

(2020), apresentaram efeitos de um modelo de contaminação via oral por 0,5 e 5 mg/L 

de MeHg na água de beber em animais do dia pós natal (PND) 21 até o 60. Os autores 

perceberam uma redução na memória de trabalho (curto prazo) dos animais. 

Sugeriram que esta alteração poderia estar relacionada com um prejuízo no sistema 

dopaminérgico, se assemelhando a modelos de transtornos de déficit de atenção. 

Propuseram então tratamento com a administração via ip de d-anfetamina (0,3, 1 e 

1,7 mg/kg). Perceberam então uma melhora no prejuízo cognitivo dos animais, 

sugerindo dano dopaminérgico. 

Outros estudos também avaliaram a memória de trabalho, como o de Zahir 

et al., (2006), ao administrarem 1mg/kg de MeHg a ratos jovens por sete dias, 

perceberam redução do percentual de acertos da alternância espontânea no labirinto 

em Y e redução da coordenação motora, rotarod. Além dos prejuízos verificados nos 

testes comportamentais, ao autores também verificaram aumento da peroxidação 

lipídica e redução do DNA total no cerebelo e cérebro dos animais intoxicados, 

associando os prejuízos comportamentais ao dano celular percebido. 
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Além do prejuízo 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 sequência do labirinto radial de oito braços e redução 

da atividade locomotora no campo aberto. Os animais intoxicados apresentaram 

também redução nas células de Purkinje e alterações degenerativas nos astrócitos do 

córtex cerebral. A redução das células de Purkinje justifica também o achado de Zahir 

et al., (2006), com a redução na coordenação motora.  

Em relação à memória espacial e ao aprendizado, dois estudos se 

destacam pelo modelo de intoxicação 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 aquático de Morris para verificar a memória 

declarativa, espacial e aprendizado. 

Em ambos estudos a intoxicação por MeHg induziu prejuízo na memória 

declarativa, com redução no índice de discriminação de novos objetos e do 

reconhecimento social. Além de aumento do tempo de latência dos animais na fase 

de aquisição e redução do tempo no quadrante alvo (probe) do labirinto de Morris.  

Além dos achados comportamentais, Bittencourt et al., (2019), encontraram 

aumento das concentrações de MDA e nitritos, redução da capacidade antioxidante 

contra radicais peroxi e da densidade neuronal e astrocitária em CA1, CA3, hilus e GD 

dos animais desafiados por MeHg. Enquanto Chandran  et al, 2019, encontraram 

aumento das concentrações de MDA e redução das concentrações de GSH e 

glutationa S-transferase no cérebro dos animais intoxicados (KRISHNA CHANDRAN  

et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Muitos estudos têm avaliado a neurotoxicidade do MeHg no Sistema 

Nervoso Central. Efeitos neurotóxicos do MeHg no hipocampo são bem relatados na 

literatura, mostrando aumento do estresse oxidativo, excitotoxicidade do glutamato e 

perda neuronal. Porém, a intoxicação de MeHg por via oral, de forma crônica, em 

baixas doses ainda é pouco explorada em camundongos adultos. A intoxicação 

mercurial tardia em humanos tem como principal meio a ingestão de água e alimentos 

contaminados.  

Desse modo a administração oral do MeHg em animais adultos jovens 

pretende mimetizar esse fato, além de tornar possível uma avaliação dos parâmetros 

neurofisiológicos e imunológicos antes do que seria o início da ocorrência de 

patologias típicas de idades avançadas como, Alzheimer e Parkinson. Sendo possível, 

inclusive abrir precedentes para o mapeamento de eventos e potencial regressão de 

sintomas neurológicos de forma precoce. 

Até onde se sabe, nenhum estudo avaliou o impacto do MeHg em doses 

baixas nas concentrações de neurotransmissores no hipocampo do camundongo 

adulto (~4 meses de idade) e comportamento de memória e de locomoção 

espontânea.  

Este trabalho visa lançar luz sobre o efeito da intoxicação por MeHg em 

baixas doses em camundongos adultos, avaliando parâmetros de inflamação 

sistêmica e perfil lipídico, peroxidação lipídica e alteração de neurotransmissores 

hipocampais e seu impacto no comportamento exploratório espontâneo e de memória 

de trabalho, espacial e aprendizagem.
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da intoxicação induzida por baixa dosagem de MeHg 

(2mg/L) por 30 dias na concentração de marcadores inflamatórios sistêmicos, 

peroxidação lipídica, neuroplasticidade e neurotransmissão no hipocampo e avaliar 

memória de trabalho, espacial e de longa duração de camundongos C57BL6J adultos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

  

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

beber em camundongos C57BL6J sob os aspectos de: 

• Ganho de peso e consumo de água. 

• Concentração sérica de colesterol total e triacilglicerois. 

• Inflamação sistêmica por dosagem plasmática de TNF-α e mieloperoxidase (MPO) 

e sérica de endotoxinas (LPS). 

• Concentração do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo. 

• Peroxidação lipídica através das concentrações de malondialdeído (MDA) no 

hipocampo. 

• Inflamação através de citocinas pró e anti-inflamatórias (pela expressão gênica de 

IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) e imunoensaio de MPO no hipocampo. 

• Atividade da acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo. 

• Concentração dos neurotransmissores (glutamato, GABA, glicina, taurina e 

tirosina) no hipocampo. 

• Comportamento exploratório e locomotor dos animais (campo aberto). 

• Memória de trabalho (labirinto em Y). 

• Memória espacial e de longo-prazo (labirinto de Barnes).
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1Experimentação 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 

experimentação (Tabela 2). Os animais foram provenientes do biotério de produção 

do Núcleo de Biologia Experimental da UNIFOR (NuBEx), da Universidade de 

Fortaleza (UNIFOR), com protocolo de aprovação por comitê de ética: 2073110618 

de 2018. O biotério do NuBEx é classificado como NB1 e dispõe da linhagem 

C57BL6J, mantidos sob rigoroso controle sanitário e genético.  

 

Tabela 2 - Demonstrativo do número de animais entre os grupos e protocolos 

Grupos experimentais Controle MeHg (2mg/L) 

Peso* 20 20 
Consumo hídrico* 8 8 
Dosagens séricas* 5 5 
BDNF 8 8 
MPO 8 8 
MDA 10 10 
Expressão gênica 5 5 
Atividade da AChE 8 8 
HPLC para 
neurotransmissores 

8 8 

Testes comportamentais 10 10 
Total 120 animais 

As análises assinaladas com * não foram computadas para cálculo dos animais. 

 

Os animais foram mantidos em microisoladores dispostos em estantes de 

ventilação forçada; com temperatura, luminosidade, umidade do ar e frequência de 

trocas gasosas controladas. Em cada microisolador foram dispostos cinco animais, 

com livre acesso à água e comida. Todos os animais receberam uma marcação na 

cauda, que permaneceu com eles até a data da eutanásia. A pesagem ocorreu em 

dias alternados, e a medição do consumo hídrico 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 gráfico de ganho de peso ao longo 

do tempo e delta de ganho de peso (final – 100%). 
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Os microisoladores, maravalha, ração e água desses animais foram 

desinfetados a cada troca pela equipe treinada do próprio biotério. Todas as pesagens 

e medições de consumo hídrico foram feitas em cabines de biossegurança com fluxo 

de ar, a fim de evitar a contaminação dos animais. Mantendo as barreiras sanitárias 

ideais para o nível de segurança do biotério. 

Após os 30 dias de experimentação, os animais foram eutanasiados com 

sobredose de ketamina e xilazina, decapitados e o cérebro exposto para a dissecação 

do hipocampo, utilizados nos ensaios imunoenzimáticos, na avaliação da peroxidação 

lipídica, atividade da mioloperoxidase e da expressão gênica de citocinas. O sangue 

foi coletado através de capilares heparinizados por meio do plexo retrorbital, sendo 

separado em plasma e soro para as análises de parâmetros lipídicos e inflamação 

sistêmica. Para as análises de atividade da acetilcolinesterase e da concentração de 

neurotransmissores no hipocampo, os animais foram eutanasiados por decapitação 

sem a utilização de anestésicos. 

 

4.2 Intoxicação mercurial 

 

Estudo anterior deste grupo de pesquisa com dose de 40mg de MeHg/L 

por 21 dias na água de beber (FRANCO et al., 2009a) em camundongos C57BL6J foi 

observada alta taxa de mortalidade e aparecimento de prejuízo motor, ataxia, 

tornando inviável a avaliação do impacto do MeHg no hipocampo e 

neurotransmissores pela perda de animais. A dose então 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 período de 21 dias. 

Esta sobredose, porém, não se assemelhava ao consumo regular de peixe 

pelo homem. Foi então proposta para avaliação a dose de 2mg de MeHg/L na água 

de beber (2.000 ppb), a fim de avaliar como se daria o consumo hídrico desses 

animais. Neste modelo não foram observadas mortes espontâneas dos animais 

intoxicados. Observou-se ao final de 30 dias que o consumo hídrico diário médio deles 

foi de 4,7ml por animal, consumo total de 141,22ml. Considerando o peso médio dos 

animais de 24,52g, foi obtido uma dose média diária de 0,38mg de MeHg/kg de peso 

do animal.  

Foi então aplicada fórmula de conversão de dose baseada em área de 

superfície corporal, descrito no item 4.3 (REAGAN‐SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008). 
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Foi obtida como dose equivalente no humano a dose diária de 0,031mg de MeHg/kg 

de peso.  

Observados os valores de concentração de mercúrio 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 diário 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 experimentação, 

a fim de não contaminar o rack de ventilação, ou seus filtros. Eles se mantiveram com 

a mesma distribuição de animais por caixa e parâmetros dos demais. Com três meses 

de vida, aqueles animais com peso entre 25 e 30g foram iniciados à intoxicação por 

MeHg (Cloreto de Metilmercúrio - Sigma) com 2mg de MeHg/L de água de beber por 

30 dias.  

O valor foi uma forma de avaliar uma baixa dosagem por período 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 não haver contaminação cruzada. A maravalha 

trocada era reservada e ao final do protocolo experimental, ela e todos os resíduos 

decorrentes da eutanásia foram armazenados em saco branco leitoso, com símbolo 

de contaminante. Todos os resíduos foram encaminhados à empresa especializada 

que recolhe lixo decorrente do curso de odontologia (com resíduos de Hg do 

amálgama dentário), para posterior incineração com o uso de filtro específico na 

chaminé.  

Para preparação da solução de intoxicação, foi feita diluição para 20mg de 

MeHg/L de água, mantida sob agitação e leve aquecimento por 20 minutos em 

plataforma agitadora e aquecedora mecânica. Optou-se por essa diluição pois os 

pesquisadores perceberam que devido a grandeza do valor alvo (2mg de MeHg), seria 

mais fácil de manusear, realizando uma diluição sucessiva de 1:10. Cada solução de 

20 mg de MeHg/L de água era preparada semanalmente, sendo armazenada em 

geladeira (2-8ºC) ao abrigo da luz, em garrafa de plástico. Toda manipulação do MeHg 

foi feita dentro de cabine de biossegurança com uso de máscaras de proteção semi-

facial e óculos, além do uso de jalecos descartáveis, luvas de nitrila e o cuidado para 

evitar o uso de materiais metálicos 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 Química 

Analítica da Universidade Federal do Ceará (UFC). Para correto descarte do material 

contaminado. 

 

4.3 Relação do consumo de metilmercúrio dos animais e humano 

 

Utilizando-se das medições do consumo hídrico dos animais, e 

considerando que a perda pela excreção natural ocorre no humano e no camundongo, 

estipulamos a concentração ingerida e fizemos a comparação com o valor 

correspondente no ser humano. 

Para isso, foi utilizada a fórmula de conversão de drogas proposta por 

Reagan-Shaw (2008), também citada por Lacerda Leocadio et al., (2020), como forma 

de traçar um comparativo das doses: 

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

Km humano
 

 

Na Fórmula de conversão de dose baseada na área de superfície 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 fórmula utiliza como 

pressuposto a área 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 

é Km camundongo = 3. 

 

4.4 Avaliação do perfil lipídico 

 

As amostras de sangue foram coletadas por meio do plexo retroorbital e 

centrifugadas a 3500 rpm por dez minutos. O soro foi obtido para determinação da 

concentração de colesterol total e triacilglicerois. Os níveis de colesterol total e 

triacilglicerois séricos foram determinados por analisador semi-automático (LabQuest, 

Labtest, Brasil), utilizando kits de diagnóstico (Labtest, Brasil). 
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4.5 Ensaio imunoenzimático ELISA 

 

O sangue foi coletado pelo plexo retrorbital e mantido em recipiente 

heparinizado. Posteriormente foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos e aspirado 

o sobrenadante para coleta do plasma e análise de TNF-α e MPO. A análise da 

concentração de endotoxinas (LPS) foi feita no soro (as amostras de sangue foram 

coletadas em tubo não heparinizado e centrifugadas em seguida. A análise de TNF-α 

foi feita em plasma e as análises para BDNF e MPO no hipocampo. 

As amostras foram descongeladas e homogeneizadas em tampão fosfato 

salina 1x concentrada, o reagente foi diluído em solução de BSA a 1%, os anticorpos 

e o padrão foram diluídos em PBS 1x filtrado. Após sensibilização de placa foi 

realizada a etapa de bloqueio para ligações inespecíficas. As amostras foram 

incubadas overnight e adicionado o anticorpo no dia seguinte, bem como dos 

reagentes colorimétricos e leitura em espectofotômetro em 450 nm. Foram analisadas 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) sérico, fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) hipocampal, mieloperoxidase (MPO) hipocampal e quantificação sérica de 

endotoxinas (LPS). A técnica seguiu o protocolo disposto no kit específico de cada 

anticorpo, proposto pela fabricante R&D Systems. 

 

4.6 Avaliação da peroxidação lipídica 

 

As amostras foram homogeneizadas em solução de HTAB (a 0,5% diluído 

em tampão fosfato de sódio, pH 7,4. Alíquotas de 100 µL do sobrenadante foram 

misturadas com ácido acético 20% e ácido 2-tiobarbitúrico 0,5% (diluído em ácido 

acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi transferida para o banho-maria com 

temperatura de 95ºC, 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 espectrofotômetro com comprimento de onda em 532 nm. A 

curva padrão foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrão. 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 Análise da expressão gênica 

 

Uma alíquota de aproximadamente 20mg de hipocampo foi macerada em 

tampão RLT do kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen®). Após a maceração, o RNA 

total foi extraído conforme instruções do fabricante do kit comercial. O RNA total obtido 

foi quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific®). 

Para a obtenção do cDNA foi utilizado 2 μg do RNA total. Foram utilizados 

iniciadores oligo (dT), dNTPs e a enzima Super Script III seguindo as instruções do 

fabricante (Invitrogen ®).  

Foram utilizados primers para IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. O primer foi 

combinado em uma mistura de reação para produzir uma amplificação (Tabela 3). 

Cada mistura da reação com os determinados primers contém: SYBR Green Master 

mix (10 μL), primers Forward e Reverse na proporção de 1:1 (1 μL), água livre de 

nucleasse (7 μL) e DNA da amostra (1 μL). Controles negativos foram realizados 

usando água livre de nucleases. O protocolo de amplificação do PCR foi o seguinte: 

AmpliTaq Gold DNA Polymerase inicial - ativação a 95 ºC por 10 min, seguido por 40 

ciclos com desnaturação a 95 ºC 46 por 15 s, anelamento a 62 ºC por 30 s e extensão 

a 62 ºC por 30 s. A amplificação foi realizada em um LightCycler® Nano em Real Time 

PCR System com 32 poços. Os resultados foram expressos como quantidade de gene 

amplificado em comparação com o gene de controle, β-actina, pelo método de 2-ΔΔCT. 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

Tabela 3 - Sequência nucleotídica dos primers utilizados 

Primer Foward Reverse 

IFN-γ CACGCCGCGTCTTGGT TCTAGGCTTTCAATGAGT 

IL-4 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 

IL-5 GACTCTCAGCTGTGTCTGGG GGACAGCTGTGTCAAGGTCT 

IL-6 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG 

IL-10 GTGAAGACTTTCTTTCAAACAAAG CTGCTCCACTGCCTTGCTCTTATT 

β-actina GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 

IFN-γ= interferon gama; IL= interleucina 
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4.8 Avaliação da atividade da acetilcolinesterase 

 

O hipocampo foi homogeneizado em tampão fosfato salina com pH 7,4. 

Centrifugados em seguida por 15 minutos, 10.000 rpm, 4º C. A concentração de 

proteínas foi determinada pelo método de Bradford, usando como padrão BSA, a 

concentração foi ajustada para 1mg/mL de proteínas totais. 

Em placa de 96 poços foi adicionado por poço 34 µL de homogenato 

(1mg/mL) e 134 µL de ácido ditiobisnitrobenzóico (DTNB) a 0,75mM, feita a leitura em 

absorbância de 412 nm por 1 minuto. Logo após esse procedimento, a microplaca foi 

retirada do aparato e adicionado por poço 34 µL de iodeto de acetiocolina (ACTI) a 9 

mM (substrato), repetindo a leitura em absorbância de 412 nm por 5 minutos. A 

primeira leitura é usada como fator normalizador devido à coloração do DTNB 

(ELLMAN et al., 1961; MENDES, 2020). 

 

4.9 Quantificação tecidual de neurotransmissores por cromatografia líquida de 

alta resolução 

 

Os tecidos foram homogeneizados em ácido perclórico (HCLO4) à 1% por 

aproximadamente 30 segundos e o homogenato foi colocado em tubos Eppendorf de 

2 mL para centrifugação por 15 minutos em centrífuga refrigerada, 4ºC, a 14.000 rpm. 

Uma alíquota de 20µL do sobrenadante foi então injetada no equipamento de HPLC 

para serem analisadas. Análises dos aminoácidos glutamato, glicina, taurina, tirosina 

e GABA foram quantificados por detector fluorescência seguindo as seguintes 

condições cromatográficas: A fase móvel foi composta por Tampão fosfato de sódio 

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 

diâmetro da partícula de 5um, da Phenomenex. Nas amostras foi utilizada para 

detecção fluorescência uma aliquota de reagente de derivação na proporção de 1:1 

composto por: o-phthaldialdeido, etanol, 2-mercapetanol e tampão borato. 

 

4.10 Teste de campo aberto 

 

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

estresse sofrido pelos animais. O aparato utilizado consiste em cubo acrílico de aresta 
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30 cm e altura de 15 cm, com marcação de nove quadrados iguais na base, em jogo 

da velha. Este teste tem por finalidade verificar o comportamento exploratório e 

locomotor dos animais. 

O animal foi colocado no centro do aparato e deixado livre para explorar o 

ambiente por cinco minutos. Foram avaliados parâmetros de distância total percorrida, 

linhas totais cruzadas, velocidade média, tempo parado, tempo no centro do aparato 

e tempo na periferia, bem como os comportamentos de exploração vertical (rearing) e 

autolimpeza (grooming) (BROADHURST, 1957). 

Todas as condições experimentais envolvendo testes comportamentais 

foram feitas em local reservado da observação externa e com ausência de ruídos 

externos. Antes do teste de cada animal o aparato foi higienizado com álcool 70%, 

seguido de papel toalha úmido para retirar o odor do álcool. 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 vídeo no software 

AnyMaze. 

 

4.11 Labirinto em Y 

 

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

estresse sofrido pelos animais. O aparato consiste em um construto de madeira 

revestido de fórmica em formato de Y (35 cm de altura, 40 cm de comprimento e 6 cm 

de largura). Cada braço possui laterais impedindo a visualização do meio externo pelo 

animal, sendo numerados de 1 a 3. O avaliador fica a uma distância de um metro do 

aparato realizando a anotação da alternância entre os braços (STONE et al., 1991). 

O animal é incialmente posto no braço 1 e verifica-se a quantidade de 

alternâncias espontâneas entre braços, avaliando a memória de trabalho do animal. 

Posteriormente é feita a contagem de quantas alternâncias corretas o animal teve, 

devendo ele não repetir os braços de forma sequenciada e sim alternar entre eles. O 

sucesso do animal é determinado pelo cálculo do percentual de acertos no labirinto 

em Y: 

Alternâncias espontâneas (%)= 
nº de acertos

nº total de entradas -2
 x 100 
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Todas as condições experimentais envolvendo testes comportamentais 

foram feitas em local reservado da observação externa e com ausência de ruídos 

externos. Antes do teste de cada animal o aparato foi higienizado com álcool 70%, 

seguido de papel toalha úmido para retirar o odor do álcool. 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 avaliação de dois tipos de memória, a espacial e a 

memória 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 túnel de escape (Figura 8) (PITTS, 2018; 

MOMENI et al., 2021). 

 

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

 

Fonte: Autoria própria 

 

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

induzindo-o à fuga, proporcionada por um túnel de escape, local onde se coloca papel 
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toalha e onde o som é interrompido, uma vez que o animal o adentra. O animal parte 

do centro do aparato, sendo levado até o local em superfície branca e deixado lá para 

explorar o ambiente. O som é caracterizado por um ruído branco de 90 decibéis 

controlado remotamente, acionado quando o teste começa e interrompido a cada vez 

que o animal entra no túnel de escape. 

Inicialmente os animais passaram por um período de habituação ao 

aparato, onde foi permitido que explorassem livremente a mesa por dois minutos, além 

de permanecerem por um minuto no interior do túnel de escape. 

 A memória espacial foi verificada pelas aquisições, um ciclo de 4 dias, com 

dois testes por dia, totalizando 8 testes. Entre cada teste foi dado um intervalo de uma 

hora. Cada aquisição consistiu em período de dois minutos, onde o animal, 

previamente habituado ao aparato, deveria encontrar o túnel de escape no menor 

tempo possível. A distância percorrida, velocidade média, tempo até entrar no escape, 

bem como a quantidade de buracos checados (erros totais) foi verificada. 

Após os quatro dias iniciais foi dado intervalo de 48 horas sem manipulação 

dos animais e em seguida realizado teste para avaliar a memória dos animais. O túnel 

de escape foi retirado e os animais foram postos na mesa para explorar por dois 

minutos. Foi verificado então o tempo de latência no quadrante alvo (onde estava o 

escape) e o tempo de latência nos demais quadrantes. 

Todas as condições experimentais envolvendo testes comportamentais 

foram feitas em local reservado da observação externa e com ausência de ruídos 

externos. Antes do teste de cada animal o aparato foi higienizado com álcool 70%, 

seguido de papel toalha úmido para retirar o odor do álcool. 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 vídeo no software 

AnyMaze. 

 

4.13 Equipamentos e Materiais   

 

• 10 microisoladores (Alesco®, São Paulo, Brasil); 

• 1 Hack ventilado (Alesco®, São Paulo, Brasil); 

• Balança digital eletrônica para pesagem de animais (Filizola, São Paulo, Brasil); 

• Balança analítica eletrônica de precisão (Precisa, Belo Horizonte, Brasil); 
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• Centrífuga refrigerada para tubos (Sigma, Steinheim, Alemanha); 

• Espectrofotômetro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Tóquio, Japão); 

• Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha); 

• Espectrofotômetro de absorção atômica – DMA80 (Milestone, Bergamo Itália); 

• Cabine de segurança biológica classe II, ARIA LS48 (Tecniplast, Varese, Itália); 

• Microisoladores, GM 500 (Tecniplast, Varese, Itália); 

• Rack ventilado DGM (Tecniplast, Varese, Itália); 

• Geladeira e freezer -80°C (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha); 

• LightCycler Nano (Basel, Switzerland); 

• Cromatógrafo (Waters, modelo Alliance, Massachusetts, United States); 

• LabQuest (Labtest, Lagoa Santa, Brasil); 

• Vórtex Maxi Mix II (Thermolyne, Iowa, Estados Unidos); 

• Observatório de Campo aberto; 

• Labirinto em cruz elevada; 

• Labirinto em Y; 

• Labirinto de Barnes; 

• Câmera USB LifeCam (Microsoft, Washington, Estados Unidos); 

• Ração Presence-Labina (São Paulo, Brasil); 

• Capilares vítreos heparinizados; 

• Microplacas de 96 poços;  

• Tubos Eppendorfs, 1,5ml; 

• Criotubos, 2,0ml; 

• Tubos Falcons, 15 e 50ml; 

• Intrumental cirúrgico; 

• Ponteiras para pipetas;  

• Seringas; 

• Tubos de polipropileno para centrífuga;  

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

• Luvas de nitrila; 

• Máscara e óculos de proteção individual 3M contra risco biológico; 

• Placas de petri; 

• Avental de algodão; 
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• Avental descartável; 

• Propés (proteção para pés); 

• Toucas; 

• Sacos plásticos para descarte, com símbolo de contaminante; 

• AnyMaze versão única (Stoelting, Co, Illinois, EUA); 

 

4.14 Reagentes e soluções  

 

• Cloreto de metilmercúrio (Sigma, Steinheim, Alemanha); 

• Ketamina - Kensol (König, Santana de Parnaíba, Brasil); 

• Xilazina - Vetanarcol (König, Santana de Parnaíba, Brasil); 

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

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

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

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

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

• Pierce Chromogenic Endotoxin Quant Kit (Thermo Scientific, Braunschweig, 

Alemanha); 

• RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Düsseldorf, Alemanha); 

• Super Script III (Invitrogen, São Paulo, Brasil); 

• AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Thermo Scientific, Braunschweig, 

Alemanha); 

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

• Primers Bax, Bcl2, IFN-γ, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e β-actina (Invitrogen, São 

Paulo, Brasil); 

• Fosfato de sódio dibásico (Dinâmica, Indaiatuba, Brasil); 

• Fosfato de sódio monobásico (Dinâmica, Indaiatuba, Brasil); 

• Dodecil sulfato de sódio (SDS) 8,1% (Dinâmica, Indaiatuba, Brasil); 

• Iodeto de acetilcolina (ACTI); 

• PBS (tampão fosfato salino); 

• HTAB 0,5%; 

• HNO3 10%; 
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• KMnO4; 

• H2SO4; 

• Sulfonilamida 1%; 

• Ácido fosfórico 5%; 

• Ácido acético 20%; 

• Ácido 2-tiobarbitúrico 0,5%; 

• Ácido ditiobisnitrobenzoico (DTNB) 

• Ácido perclórico 1%; 

 

4.15 Análise estatística 

 

Foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism (GraphPad Prism 5 

Software, San Diego, CA, USA) para fazer as análises e comparações. Todos os 

valores foram testados para normalidade com o teste de Kolgomorov-Smirnov, 

considerando p < 0,05 e verificadas as significâncias nas comparações utilizando-se 

o teste T de Student não pareado ou de teste de Mann Whitney para dados não 

paramétricos. Para análise de ganho de peso ao longo do experimento foi utilizado o 

teste two-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos 

como média ± erro padrão da média (EPM). O valor de p < 0,05 foi considerado 

significativo. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1. Avaliação do peso corporal, consumo hídrico e estimativa do consumo de 

MeHg no decurso do tratamento 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber apresentaram ganho de peso significativamente maior que o grupo 

controle não desafiado nos dias 4, 7, 10, 13, 16 e 22, porém sem alteração 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 administração 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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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 correção de múltiplas comparações de Bonferroni. B. **p= 0,008; teste 

T de Student não pareado. 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias 

não apresentaram diferença no consumo hídrico na média geral por animal ou na 

média diária por animal (Figura 10).  

 

Figura 10 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na média 

consumo hídrico e consumo hídrico diário 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 não 

pareado. 

 

Considerando, a média diária individual dos animais desafiados por MeHg 

(2mg/L) apresentaram valor de 4,7 mL, os 30 dias de intervenção e a concentração 

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 diário de 0,38 

mg de MeHg/kg de peso. 

Ao considerarmos o cálculo de conversão de dose proposto por Reagan‐

Shaw, Nihal e Ahmad, 2008, baseada na área de superfície corporal, obtemos a 

correlação da dose administrada aos camudongos (0,38 mg de MeHg/kg diário) para 

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

 

5.2 Avaliação de parâmetros lipídicos dos animais 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber apresentaram níveis séricos de triacilglicerois (p= 0,01) e colesterol 

total (p= 0,03) significativamente maiores que o grupo controle não desafiado (Figura 

11). 
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Figura 11 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na concentração 

sérica de triacilglicerois e colesterol total de camundongos C57BL6J adultos 

 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 5 por grupo. *p= 0,03, **p= 0,01, teste T de Student 

não pareado. 

 

5.3 Avaliação da inflamação sistêmica 

 

A intoxicação por MeHg (2mg/L na água de beber) por 30 dias causou 

aumento significativo nos níveis plasmáticos de TNF-α (p < 0,0001) e MPO (p < 

0,0001) e séricos de LPS (p= 0,01) em camundongos C57BL6J desafiados em 

comparação aos controles (Figura 12). 
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Figura 12 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na inflamação 

sistêmica, avaliado pela concentração plasmática de TNF-α e MPO e sérica de LPS 

em camundongos C57BL6J adultos 

 

 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 6 por grupo. ****p < 0,0001, *p= 0,01, teste T de 

Student não pareado. 
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5.4. Avaliação da concentração de BDNF no hipocampo 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber não apresentaram diferença significativa nos níveis tissulares 

hipocampais de BDNF em relação aos animais do grupo controle não desafiado (p > 

0,05) (Figura 13). 

 

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

neuroplasticidade, avaliada pela concentração de BDNF no hipocampo de 

camundongos C 57BL6J adultos 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 8 por grupo, p > 0,05; teste T de Student não pareado. 

 

5.5. Avaliação da peroxidação lipídica no hipocampo 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber apresentaram níveis de malondialdeído (MDA) no hipocampo 

significativamente maiores que os animais do grupo controle não desafiado, indicando 

aumento significativo de peroxidação lipídica (p= 0,008) (Figura 14). 
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Figura 14 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na peroxidação 

lipídica, avaliada pela concentração de MDA no hipocampo de camundongos 

C57BL6J adultos 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n=10 por grupo. **p= 0,008, teste T de Student não 

pareado. 

 

5.6. Avaliação da atividade MPO hipocampal 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber apresentaram níveis hipocampais de mieloperoxidase (MPO) 

significativamente maiores que os animais do grupo controle não desafiado (p=0,04) 

(Figura 15). 
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Figura 15 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na atividade de 

MPO no hipocampo de camundongos C57BL6J adultos 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 8 por grupo. *p= 0,04 pelo teste T de Student não 

pareado. 

 

5.7. Avaliação da expressão gênica de citocinas no hipocampo 

 

A intoxicação pelo MeHg (2mg/L na água de beber) por 30 dias induziu 

menor expressão gênica de IL-4 (p= 0,004) no hipocampo, porém não determinou 

diferença significativa nas expressões de IFN-γ, IL-5, IL-6 e IL-10 (p > 0,05) (Figura 

16). 

 



76 

 

Figura 16 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na expressão 

gênica de IL-4, IFN-γ, 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 não 

pareado. 

 

5.8 Avaliação da atividade da acetilcolinesterase no hipocampo 

 

Não foi observada diferença nas concentrações de acetilcolinesterase 

(AChE) no hipocampo de camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg 

por 30 dias na água de beber quando comparadas aos animais do grupo controle não 

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

acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo de camundongos C57BL6J adultos 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 8 por grupo. p > 0,05; teste T de Student não pareado. 

 

5.9 Avaliação da concentração de neurotransmissores no hipocampo 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber apresentaram concentrações tissulares hipocampais 

significativamente maiores de GABA (p=0,01) e glicina (p<0,0001) e significativamente 

menores de taurina (p=0,003), porém sem diferença significativa para glutamato e 

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

de GABA, glicina, taurina, glutamato e tirosina no hipocampo de camundongos 

C57BL6J adultos 

 

 

 



80 

 

 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n=8 por grupo. *p= 0,01, **p= 0,003, ****p < 0,0001; 

teste T de Student não pareado. 

 

5.10. Avaliação comportamental exploratória e locomotora dos animais 

 

O teste de campo aberto indicou menor distância total percorrida (p=0,02), 

menor velocidade média (p=0,02) (Figura 19), menor taxa de exploração 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 água 

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

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 não 

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

vertical (rearing) e autolimpeza (grooming) no teste de campo aberto 

 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 10 por grupo. *p= 0,01 pelo teste T de Student não 

pareado. 

 

5.11 Avaliação da memória de trabalho pelo labirinto em Y 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber realizaram semelhante alternância entre braços no labirinto em Y 

quando comparados ao grupo controle. Significando que não tiveram déficit na 

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

trabalho avaliada pelo labirinto em Y 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 10 por grupo. p > 0,05; teste T de Student não 

pareado. 

 

5.12. Avaliação da memória espacial e de longo prazo pelo labirinto de Barnes 

 

Os camundongos C57BL6/J desafiados por 2mg/L de MeHg por 30 dias na 

água de beber apresentaram menor velocidade média no 4º dia de aquisição (p=0,01), 

porém sem diferença significativa na distância total percorrida ou buracos errados 

checados ao longo das aquisições no labirinto de Barnes, quando comparados ao 

grupo controle não desafiado (Figura 22). Também não houve diferença significativa 

entre os grupos na avaliação da memória de longo prazo (probe) quando comparados 

os tempos de latência no quadrante alvo ou demais quadrantes (Figura 23). 
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Figura 22 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na memória 

espacial (aquisições) 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 pós teste de Bonferroni. 

 

Figura 23 - Efeito da administração oral de MeHg (2mg/L) por 30 dias na memória de 

longo prazo (probe) pelo labirinto de Barnes 

 

 

Os valores foram expressos em média ± EPM, n= 10 por grupo. Valor de p < 0,05 foi considerado 

significativo pelo teste T de Student não pareado.
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6 DISCUSSÃO 

 

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 consequência possível contaminação crônica por MeHg, podem ter impacto 

nocivo à saúde das populações ribeirinhas a longo prazo, mesmo em baixo grau de 

intoxicação, incluindo a população adulta e idosa, com aumento de doenças 

neurodegenerativas. Modelos experimentais podem ajudar a medir melhor o impacto 

da intoxicação com MeHg, em baixas doses e de forma crônica, contribuindo para 

definir estratégias interventivas e implementação de novas políticas públicas em áreas 

de maior risco.  

Este trabalho utilizou doses baixas de MeHg por período de 30 dias em 

camundongos C57BL6/J adultos, período maior que o usual em estudos sobre a 

toxicidade deste organometal, avaliando parâmetros de inflamação sistêmica e 

neurotoxicidade, incluindo marcadores de estresse oxidativo e inflamação, no 

hipocampo. Até o momento, nenhum estudo avaliou o efeito da intoxicação crônica do 

MeHg em baixas doses nas concentrações de neurotransmissores no hipocampo em 

camundongos adultos.  

Tendo em vista que a via de administração oral é a principal forma de 

intoxicação por MeHg em humanos, em nosso protocolo de intoxicação, o 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 

que camundongos jovens, recebendo 40 mg/L por 21 dias na água de beber, 

consumiram 6 mg de MeHg/kg/dia. Apesar da discrepância aparente das doses 

utilizadas, os animais utilizados em nosso estudo apresentaram quadros de 

dislipidemia (aumento dos níveis séricos de colesterol total e triacilgliceróis) e 

inflamação sistêmica. Além da via oral ser a principal forma de intoxicação mercurial 

em humanos, o consumo de peixes carnívoros eleva ainda mais esse risco, pois estes 

são os organismos que mais acumulam o composto no seu organismo, devido a 

estarem presentes nos níveis tróficos mais altos.  

A partir disto, Drude De Lacerda et al., (2016), avaliaram a concentração 

de Hg no peixe Scomberomorus cavala (popularmente conhecido como cavala) em 

Fortaleza - CE, obtiveram a concentração de 1,73mg de Hg/kg por músculo de peixe. 

Ao dividirmos essa concentração por um peso médio normal de 72 kg para um homem 
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adulto, e considerar o consumo diário de 1kg desse peixe, temos 0,024 mg de Hg/kg 

de peso corporal. No presente estudo (após cálculo de conversão 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 intoxicação é realístico e potencialmente relevante para estudar o 

impacto do MeHg sobre populações residentes em áreas de risco, principalmente em 

relação aos danos acarretados durante o envelhecimento, uma vez que mesmo em 

baixas doses, nossos animais apresentaram repercussões significativas, tanto a nível 

neurológico, como vascular e sistêmico. 

Os danos cardiovasculares como citado acima, são um fator importante de 

risco atribuído à contaminação por MeHg. Em nosso estudo, achados de aumento de 

peso e das concentrações séricas de triacilgliceróis e colesterol total nos animais 

intoxicados indicam um efeito dislipidêmico do MeHg e por consequência aumento do 

risco cardiovascular, incluindo risco aterosclerótico. O que corrobora com os achados 

de pacientes oriundos da cidade de Minamata, Japão, em dois estudos de Yorifuji et 

al., (2010), e Inoue et al, (2012), após avaliação de prontuários médicos de pacientes 

intoxicados à época do desastre ambiental, 1963, os autores verificaram aumento da 

incidência de doença aterosclerótica e hipertensão arterial (pacientes intoxicados 

acima de 10 anos de idade). 

Além dos estudos mencionados, modelos animais também têm 

demonstrado que há um aumento do risco para doença aterosclerótica a partir da 

intoxicação por MeHg. No estudo de Lacerda Leocadio et al., (2020), camundongos 

C57BL6/J com 10 semanas de vida, que receberam solução de MeHg (20mg/L na 

água de beber) por 14 dias, apresentaram aumento da pressão sistólica e diastólica e 

das concentrações séricas de colesterol total e de HDL. Além disso, o MeHg teve ação 

inibidora sobre a enzima paraoxonase (PON1) nesses animais. A PON1 é uma enzima 

que regula a oxidação da LDL. A LDL oxidada (LDLox) é altamente aterogênica. 

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 redução da 

atividade da PON1, aumento das concentrações séricas de LDLox, molécula de 

adesão intercelular 1 (ICAM 1) e proteína quimioatratora de monócitos 1 (MCP1), 

demonstrando o aumento do risco cardiovascular e disfunção endotelial. Além disso, 

o estudo de Silva et al., (2020), com camundongos de oito semanas de vida, 

documentou áreas afetadas por lesões ateroscleróticas e regiões de estenose na 



89 

 

aorta, compatíveis com doença aterosclerótica, após serem submetidos à cirurgia de 

constrição carótida, e intoxicação com MeHg (20mg/L na água de beber) por 15 dias. 

Os achados corroboram com os dados encontrados no presente estudo, onde foi 

observado aumento de peso e das concentrações séricas de triacilgliceróis e 

colesterol total nos animais intoxicados indicam um efeito dislipidêmico do MeHg e por 

consequência aumento do risco cardiovascular, incluindo risco aterosclerótico. A 

alteração de peso dos animais intoxicados ao longo dos 30 dias indica atividade pró-

obesogênica do MeHg. Esse achado pode estar relacionado à presença de alterações 

hormonais provocadas pelo MeHg, que podem ser mais acentuadas em 

camundongos adultos. Um efeito endócrino do Hg que pode estar associado ao ganho 

de peso é a desregulação de hormônios tireoidianos.  

Além dos possíveis danos sistêmicos relatados, inclusive a nível 

neurológico, a partir da intoxicação por MeHg, uma vez o composto é absorvido no 

trato gastrointestinal, é possível observar uma grande quantidade de eliminação pelas 

fezes e urina (MADEJCZYK et al., 2007b; PRINCE et al., 2014b), o que desencadeia 

alterações 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 

alterações na barreira epitelial intestinal após intoxicação por MeHg (20mg/L na água 

de beber por 21 dias). O dano ao epitélio intestinal pode estar associado ao aumento 

da translocação bacteriana e elevação dos níveis circulantes de LPS. Maiores níveis 

séricos de LPS e plasmáticos de TNF-α e MPO, após intoxicação por MeHg, em 

camundongos adultos, encontrados neste trabalho sugerem endotoxemia, de causa 

intestinal. Esta explicação é plausível 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 sanitário. Ou seja, não apresentavam uma fonte secundária 

para a indução da translocação bacteriana. 

MeHg pode alterar a composição da microbiota intestinal, com alteração da 

razão Firmicutes/ Bacteroidetes (RUAN et al., 2019). Achado também visto no uso de 

antibióticos, agentes imunossupressores e doenças crônicas intestinais, se 

relacionando positivamente com obesidade, outro fator associado ao aumento do risco 

aterosclerótico (BHAT et al., 2017; INDIANI et al., 2018; LACERDA LEOCADIO et al., 

2020).  
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O aumento na população de Bacteroidetes (em sua maioria Gram 

negativas) pode estar associado ao aumento de LPS induzido pela intoxicação 

mercurial, conforme publicou Zhang et al., (2019). Associado a isso, Rothenberg et 

al., (2016), perceberam que mulheres grávidas expostas ao MeHg tinham o tipo 

Akkermansia aumentado. Essas bactérias estão associadas com a redução na 

camada de muco intestinal, alteração frequentemente associada à inflamação 

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 ação neutrofílica é a ação 

oxidativa desempenhada pela enzima MPO, presente em grânulos azurófilos de 

neutrófilos e monócitos (ERDAMAR et al., 2007). A ação da MPO é mediada pela 

ligação com H2O2 (MPO - H2O2), formando um composto oxidativo. A MPO - H2O2 

induz a formação de um forte agente oxidante, o ácido hipocloroso (HOCl), que atua 

modificando a estrutura de lipídios e proteínas, amplificando a cascata de inflamação 

(KLEBANOFF, 2005; SEIDEL; HUEBBE; RIMBACH, 2019). Um dos elementos 

responsáveis pela regulação da ação oxidativa do HOCl é taurina. Em cobaias adultas 

Erdamar et al, 2007, administraram de forma concomitante taurina (300 mg/kg) e LPS 

(4 mg/kg) em dose única via i.p. Os autores observaram que a administração da 

taurina reduziu a concentração de MPO e NO2- em leucócitos polimorfonucleares 

(neutrófilos) no sangue periférico em comparação ao grupo que recebeu apenas LPS, 

sugerindo um efeito anti-inflamatório induzido pela administração exógena de taurina 

em modelo de endotoxemia. 

A taurina tem ação anti-inflamatória relacionada com o HOCl, reagindo e 

formando o composto taurina cloroamina (TauCl). Após a apoptose dos neutrófilos, a 

TauCl é absorvida por macrófagos, sendo menos tóxica à célula que o HOCl e atuando 

como sinalizadora nuclear da via Nrf2-Keap1 (KIM et al., 2010). A translocação 

nuclear de Nrf2 é responsável pela ativação de genes relacionados à transcrição de 

enzimas antioxidantes, reduzindo a apoptose celular, níveis de H2O2 e aumentando 

as concentrações de GSH em macrófagos (PIAO; CHA; KIM, 2011). Outra atuação da 

taurina como reguladora da atividade oxidativa é pela sua interação com a complexo 

I da cadeia de elétrons mitocondrial. A redução das concentrações de taurina se 

relacionou com o aumento da redução de O2 em O2- (JONG; AZUMA; SCHAFFER, 

2012).  
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Outra consequência da translocação bacteriana e endotoxemia é a 

neuroinflamação decorrente. Uma das vias de neuroinflamação é o comprometimento 

da BHE induzido pelo LPS (BANKS et al., 2015), podendo afetar a neurogênese 

(VALERO et al., 2014). Injeção periférica, com única 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 β-amiloide no hipocampo, além do aumento 

das concentrações séricas de IL-1β, IL-6 e TNFα (TOWNER et al., 2018; WANG et 

al., 2018a; KIRK et al., 2019). Em nosso trabalho, a BHE não foi investigada, mas sua 

alteração é plausível, como resultado da indução de intoxicação por MeHg, porém 

mais estudos são necessários para investigar essa possibilidade, utilizando o mesmo 

protocolo de intoxicação.  

O aumento dos níveis de MPO e maior peroxidação lipídica (MDA) devido 

à intoxicação pelo MeHg, encontrados neste estudo, podem ser consequência da 

inflamação sistêmica com aumento de LPS circulante. O possível efeito deletério do 

MeHg na barreira intestinal pode induzir aumento da translocação bacteriana lúmen-

sangue (SPADONI et al., 2015).  

A peroxidação lipídica pode ser induzida com o transporte do MeHg para o 

interior das células no hipocampo, levando ao dano à 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), liberação de citocromo C no citosol (evento pró-apoptótico via 

caspase 9) e aumento da liberação do ânion superóxido (O2-), por meio de ação de 

oxirredução da NADPHox (KLEBANOFF, 2005; MORI; YASUTAKE; HIRAYAMA, 

2007a).  

Alterações na cadeia transportadora de elétrons ocorre devido ao acúmulo 

de mercúrio inorgânico (iHg) no interior das mitocôndrias. Mailloux, Yumvihoze e Chan 

(2015), demonstraram que em mitocôndrias isoladas, a partir de culturas de 

neuroblastoma humano, o aumento da produção de O2 (Complexos I, II e III 

mitocondrial) foi relacionado ao aumento da desmetilação do MeHg, gerando iHg. 

Sugerindo aumento da concentração de iHg no interior da mitocôndria e o 

comprometimento da membrana mitocondrial. O aumento da conversão de MeHg 

para iHg também foi relacionado ao aumento da toxicidade celular, uma vez que 

possui baixa capacidade de transpor a bicamada lipídica e continua tendo afinidade 

por grupamentos tiol (FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011).  
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O processo de intoxicação por MeHg induz o aumento das concentrações 

intracelulares de H2O2. Esse aumento se relaciona com a inibição da enzima GPx 

pelo MeHg, reduzindo a ação antioxidante mediada pelo GSH (FARINA et al., 2009; 

FRANCO et al., 2009a). O MeHg também se liga diretamente às moléculas de GSH, 

formando o complexo GSHgCH3, podendo ser transportado para o meio extracelular 

pelos transportadores proteínas multidrogas resistentes (MRP), uma forma de retirar 

o MeHg no meio intracelular (RUSH et al., 2012). 

Como resultado do aumento de EROs, ocorre a oxidação de membranas 

celulares e proteínas. A partir da oxidação da dupla camada fosfolipídica, ocorre a 

liberação de produtos primários, como hidroperóxidos lipídicos, e secundários, como 

diferentes tipos de aldeídos. Dentre esses produtos secundários, estão o 

malondialdeído (MDA), propanal, hexanal, 4-hiroxinonenal. Sendo o MDA o mais 

mutagênico deles e mais usado como marcador de peroxidação lipídica 

(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; AYALA; MUÑOZ; ARGÜELLES, 2014). 

Mesmo em baixas doses, o MeHg administrado foi capaz de induzir a peroxidação 

lipídica no hipocampo de camundongos adultos.  

O aumento da concentração de MPO no hipocampo de animais 

intoxicados, observado em nosso estudo, pode ser devido à ativação da micróglia 

induzida pelo LPS periférico, em resposta a uma endotoxemia de origem intestinal. 

Recentemente, foi identificado que a micróglia ativada pode sintetizar e liberar MPO 

no tecido cerebral (RAY; KATYAL, 2016). Aslankoc et al., (2018), ao injetarem única 

dose de LPS (5mg/kg ip) em ratos Wistar, 12 meses de vida, encontraram aumento 

de infiltração neutrofílica e aumento da expressão de IL-6 e caspase-3 no cerebelo e 

hipocampo. O desafio com LPS induziu comprometimento da BHE nesses animais 

idosos e dessa forma possível aumento de MPO de origem neutrofílica no cérebro.  

A presença de HOCl derivado da ação da MPO no tecido cerebral está 

associada ao dano na BHE, prejudicando a funcionalidade de lipoproteínas de 

membrana e induzindo a ativação da eNOS (ARNHOLD; FLEMMIG, 2010). Estudos 

têm mostrado que níveis circulantes de MPO pode induzir o aumento da 

permeabilidade da BHE, com neuroinflamação, afetando a unidade neurovascular, 

com alterações nas tight junctions das células endoteliais (HUH et al., 2011; ÜLLEN 

et al., 2013). Não 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 infiltração 

neutrofílica e ativação microglial. Mais estudos são necessários para confirmar qual a 
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contribuição da micróglia e de neutrófilos no aumento das concentrações de MPO no 

hipocampo no nosso protocolo.  

Uma comunicação micróglia-astrócito-neurônio pode ocorrer por aumentos 

dos níveis de IL-6 no hipocampo. Essa via de comunicação dependente de IL-6 foi 

demonstrada por Shinozaki et al., (2014), em culturas de células desafiadas com 

concentrações de MeHg abaixo de 1µM, e verificada sinalização micróglia-astrócito 

por ATP, com ativação dos receptores P2Y1 astrocitários, promovendo a liberação de 

IL-6 no meio como sinalização anti-inflamatória, astrócito-neurônio. Essa via poderia 

ter uma ação compensatória neuroprotetora para reduzir os níveis de MPO no 

hipocampo, porém não foi identificado o aumento da atividade transcricional de IL-6 

no hipocampo após desafio pelo MeHg em nosso estudo. 

Apesar da via de sinalização mediada por IL-6 parece não ter sido alterada 

nos animais desafiados por MeHg em nosso estudo, foi observada redução da 

expressão gênica de IL-4 no hipocampo. A IL-4 tem sido relacionada com a modulação 

do LTP e da inflamação. 

A IL-4 é uma citocina com ação prioritariamente anti-inflamatória secretada 

por células Th2. A entrada de IL-4 no tecido cerebral pode ocorrer por difusão através 

dos podócitos astrocitários, após sua liberação por células Th2 presentes no líquido 

cerebroespinhal (ENGELHARDT; RANSOHOFF, 2005). Se liga ao receptor α de IL-4 

(IL4Rα), sendo mimetizada por IL-13 em alguns processos, presente em neurônios e 

células da glia hipocampais (MAHER; NOLAN; LYNCH, 2005). 

Sua via de sinalização intracelular é mediada pela fosforilação de janus 

quinase 1 (JAK-1) e do transdutor de sinal e ativador da transcrição 6 (STAT-6). A 

sinalização nuclear de STAT-6 se associa à transcrição de proteínas como o BDNF, 

o fator de crescimento neuronal (NGF), expressos pelos astrócitos, GATA3 (associado 

ao aumento da expressão de células Th2), que se relaciona com a liberação 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 sobrevivência e o 

crescimento celular pela ativação das vias PI3/AKT e PKB/mTOR (LUZINA et al., 

2012). 

O processo de envelhecimento está diretamente relacionado com a 

redução da fosforilação de STAT-6, e consequente redução da transcrição de BDNF 

e da própria IL-4. A redução desses sinalizadores celulares foi relacionada com a 

redução da fosforilação das quinases extracelulares reguladoras de sinalização 
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(ERK). A atividade dessas quinases está ligada à manutenção do LTP e no 

processamento e consolidação da memória (MAHER; NOLAN; LYNCH, 2005; NOLAN 

et al., 2005). 

Estudo com ratos Wistar avaliou o processo de envelhecimento, 

documentando aumento nas concentrações de IL-1β 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 prejuízo na manutenção do LTP. Esses autores ao submeter cultura de 

células hipocampais ao desafio por LPS observaram redução da expressão de IL-1β 

após adição de IL-4 (MAHER; NOLAN; LYNCH, 2005).  

Zhao et al., (2019), desafiaram camundongos C57BL6/J, com três meses 

de vida, com dose de LPS (500µg/kg e 750µg/kg ip) por sete dias consecutivos e 

verificaram aumento nas concentrações séricas e do tecido cerebral de IL-1β, TNF-α 

e redução de IL-4 e IL-10, demonstrando quadro de inflamação sistêmica e 

neuroinflamação. Além da variação na concentração de citocinas, os autores também 

perceberam aumento na contagem de células imunomarcadas positivamente para β-

amilóide1-42. Os animais desafiados por LPS apresentaram maior tempo de latência 

no labirinto aquático de Morris e prejuízo no teste de esquiva passiva, demonstrando 

prejuízo cognitivo e de aprendizado. 

Por sua vez, Nakamura et al., (2016), desafiaram camundongos BALB/c, 

dois meses de vida, com intoxicação 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 intoxicação, visando avaliar a influência do MeHg em baixas doses na resposta 

imune da células Th2. A exposição ao MeHg, em baixas doses, não foi suficiente para 

alterar a resposta imune de células Th2. O estudo também avaliou o efeito do MeHg 

em animais previamente sensibilizados com a administração oral de ovoalbumina, 

mimetizando efeitos de alérgenos alimentares, com elevação 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 

concentrações de IgE, IgG1, IL-13 e IL-4, além disso, nas doses de 1mg/kg/dia houve 

aumento da concentração sérica de IFN-γ, fator envolvido na inibição da resposta de 

Th2. Os autores então 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 inflamatórios neurais, temos a 

micróglia. Diferente de outros macrófagos tissulares, as subpopulações microgliais 

possuem papel crucial na homeostase cerebral, como por exemplo, a partir da 

expressão de receptores dos neurotransmissores, como os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos AMPA e NMDA, e do receptor metabotrópico mGlutR2. 

Além de receptores glutamatérgicos, é também capaz de expressar receptores para 

GABA, Dopamina e ACh, sendo um recurso utilizado para monitoramento do 

microambiente cerebral (COLONNA; BUTOVSKY, 2017). Seus padrões de 

comportamento são muito dinâmicos, podendo alternar entre ativação e inativação 

rapidamente, caso estimulada (COLONNA; BUTOVSKY, 2017; DHEEN; KAUR; LING, 

2007).  

Nas últimas décadas, tem se observado que a presença de IL-4 induz uma 

modificação do fenótipo de macrófagos e micróglia para M2, além de uma redução da 

produção de antígenos de MHC II induzidos por IFN-y, estimulando dessa forma, uma 

resposta anti-inflamatória local (HE et al., 2020; SUZUMURA et al., 1994).  

Boccardi et al., (2019), em estudo com 353 pacientes com diagnóstico 

positivo para Alzheimer, verificaram que a redução de IL-4 sérica estava relacionada 

com a redução do volume hipocampal. O aumento de placas β-amilóide no cérebro é 

uma característica patogenomônica da doença de Alzheimer. Shimizu et al., (2008), 

observaram que na presença de IL-4, culturas de células microgliais apresentaram um 

clearance de β-amiloide, sugerindo um efeito neuroprotetor mediado pela micróglia. 

Dessa forma a redução transcripcional de IL-4 no hipocampo em nosso estudo, após 

desafio com MeHg em camundongos adultos, pode indicar comprometimento da 

capacidade neuroprotetora na neuroinflamação relacionada ao MPO. 

Ting et al., (2020), demonstraram um efeito neuroprotetor da micróglia em 

culturas primárias de neurônios do córtex cerebral de ratos Sprague-Dawley. Quando 

induzidos à excitotoxicidade, por adição de glutamato, esses neurônios apresentaram 

maiores concentrações de IL-4, demonstrando que o neurônio também é capaz de 

sintetizar e liberar IL-4 como sinalizador. Quando essa cultura foi exposta a células da 

micróglia, foi verificada alteração do fenótipo da micróglia, para M2. A ação da 

micróglia-M2 reduziu o efeito excitotóxico induzido pelo glutamato (TING et al., 2020).  

He et al., (2020), avaliaram o efeito da administração de IL-4 sobre células 

microgliais e macrófagos, e possíveis repercussões sobre a mudança fenotípica de 

subpopulações M1 para M2, em um modelo in vitro e em camundongos acometidos 
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por hemorragia intracerebral. Os animais tratados com injeções contendo IL-4, 

apresentaram uma redução nos níveis citocinas inflamatórias relevantes, além de uma 

redução no edema cerebral e na formação de hematomas. A nível celular, foi 

observado uma alteração da micróglia para o fenótipo M2, com envolvimento direto 

da via JAK1/STAT6 no processo, especificamente em resposta a hemorragia induzida, 

estimulada pela presença da IL-4, tendo-se observado uma neuroproteção promovida 

pelas células microgliais, com repercussão anti-inflamatória e anti-apoptotica.  

Corroborando com os achados de Tang et al., (2015), em estudo no qual 

observou-se subpopulações M2 de micróglia induzindo respostas anti-inflamatórias, 

com importante relação da presença de células M1/M2, uma vez, que por exemplo, 

na doença de Alzheimer, há um aumento da subpopulação microglial M2, porém com 

um aumento concomitante da subpopulação M1. 

Lesões na medula espinhal induziram aumentos nos níveis teciduais de 

TNF-α, IL-1β e IL-6, que foram reduzidos pela injeção 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 neurônios e astrócitos a suplementação com 

taurina, após dano mecânico às células, induziu redução das concentrações de MDA 

e aumento de GSH, bem como aumento da atividade de SOD e catalase. Também 

verificaram redução das concentrações de TNF-α e IL-6 e da expressão gênica de 

caspase-3 e bax, além de aumento de bcl-2. 

Yuan e Atchinson (1997, 1995), demonstraram, em fatias de hipocampo, 

que o MeHg em baixas doses é capaz de bloquear receptores GABAA e GABAB. Com 

o bloqueio dos receptores aumentou a biodisponibilidade de GABA na fenda sináptica, 

porém sem alterar a neurotransmissão glutamatérgica (YUAN; ATCHISON, 1995, 

1997b; FONFRÍA; RODRÍGUEZ-FARRÉ; SUÑOL, 2001; HERDEN et al., 2008). 

Resultados que corroboraram com nosso estudo, no qual a intoxicação por MeHg 

aumentou as concentrações de GABA no hipocampo, também não sem alteração das 

concentrações de glutamato. O efeito do MeHg sobre os receptores GABAA se 

relacionam com a alquilação de grupamentos tiol de resíduos de cisteína no receptor, 

modificando a conformação do mesmo, alterando assim o fluxo de Cl- e a polarização 

da membrana neuronal (FONFRÍA; RODRÍGUEZ-FARRÉ; SUÑOL, 2001).  

Parte dos estudos envolvendo a interação do MeHg com os receptores 

GABAérgicos foram desenvolvidos em fatias de cerebelo. Enquanto nas fatias de 

hipocampo o MeHg tinha potencial de inibir correntes inibitórias pós-sinápticas (IPSC), 
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no cerebelo essa inibição era dependente de dose e tempo de exposição maior. Isso 

se deve em parte pela maior sensibilidade das fibras que inervam o hipocampo. 

Axônios de neurônios piramidais seriam mais sensíveis que parte das fibras que 

inervam o cerebelo (apesar das células de Purkinje serem sensíveis ao MeHg, as 

fibras trepadeiras são mais resistentes). Por isso, Yuan e Atchinson (2007), afirmam 

que os resultados que obtiveram em estudo com fatias de hipocampo não são 

comparáveis 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 ação da glicina ou na 

expressão de seus receptores não são conclusivos. A esparsa informação obtida de 

outros trabalhos afirma que o mercúrio, em várias apresentações, 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 50µM), Reynolds e Racz (1987), perceberam aumento nas concentrações 

de glicina. Corroborando com esses resultados, Hirayama, Inouye e Fujisaki (1985), 

avaliaram a concentração de glicina no cerebelo, córtex cerebral e medula espinhal 

de camundongos expostos por 20 dias a dose de 5mg de MeHg /kg/dia. As 

concentrações de glicina estavam elevadas no cerebelo de animais atáxicos e na 

fração sinaptosomal da medula em animais não atáxicos. 

Além da ação inibitória 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 ação inibitória da glicina, 

modulando o LTP, semelhantemente à ação desempenhada por GABA (ZHANG et 

al., 2008a).  

O prejuízo na sinalização GABAérgica pode afetar memória e 

neuroplasticidade, com ações no processo de neurogênese a partir de células tronco 

neurais (NSC). Células-tronco neurais positivas para Hes5, produzem progenitores 

intermediários que dão origem a neuroblastos, os quais cessam o ciclo celular antes 

de diferenciarem-se em neurônios granulares. A inibição genética e/ou farmacológica 

dos receptores GABAB aumenta a proliferação de células-tronco Hes-5 positivas. Os 

dados presentes na literatura apontam para um papel inibitório dos receptores GABAB 

sobre a neurogênese em adultos, promovendo quiescência de células-tronco neurais 

presentes no GD, através de mecanismos independentes de canais iônicos 

(GIACHINO et al., 2014). Já os receptores GABAA, estão presentes em células-tronco 
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neurais quiescentes semelhantes a glia radial, (do inglês, radial glia-like quiescent 

neural stem cells ou RGLs), presentes no GD de adultos, atuando mediadores em 

situação de estresse e/ou traumáticas, além de respostas tônicas ao GABA.  (ARDI et 

al, 2019; SONG et al., 2012). 

O aumento das concentrações de GABA e glicina encontrados nos 

camundongos desafiados por MeHg, sugerem regulação inibitória do LTP. Porém, não 

foi identificado déficit cognitivo após avaliação de memória de trabalho, espacial ou 

de aprendizado. Sugerindo que, apesar de potencialmente nocivas, no momento não 

foram capazes de induzir alterações no comportamento de memória dos animais. Os 

déficits de exploração/locomoção espontânea encontrados em nosso estudo estão 

mais relacionados com a função cerebelar que a função no hipocampo. Porém, não 

podemos descartar que mais tempo de exposição ao MeHg (que testado nesse 

estudo) possa levar a alterações significativas nos testes de memória. 

Muitos estudos se detiveram na avaliação do impacto cognitivo e motor 

induzido pelo MeHg (GRANDJEAN et al., 2014). Essa observação teve início com os 

casos de desordens motoras e doenças neurodegenerativas induzidos pela Doença 

de Minamata, o primeiro grande caso de intoxicação por MeHg amplamente estudado 

(O’MALLEY, 2017). 

As alterações motoras por intoxicação do MeHg foram identificadas no 

estudo de Christinal-Sumathi et al. (2013a), com redução da quantidade de células de 

Purkinje e reduzida quantidade de DNA no cerebelo, sugerindo redução na quantidade 

de células.  

Com o desafio via i.p., os animais desafiados por MeHg apresentam 

prejuízo na memória de trabalho - labirinto em Y - e de coordenação motora – Rota 

Rod - (1mg/kg/dia de MeHg por sete dias a ratos, 150 g) (ZAHIR et al., 2006), também 

foi observado prejuízo em teste de memória espacial e aprendizado - labirinto de 

Morris - e no teste de reconhecimento de novos objetos (5µg/kg/dia de dimetilmercúrio 

por 36 dias em ratos, com seis semanas de idade) (KIM et al., 2019). 

Nos estudos com administração 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 locomoção - teste de campo aberto; memória de trabalho – 

labirinto radial de 8 braços (CHRISTINAL; SUMATHI, 2013a), memória espacial e 

aprendizado – labirinto de Morris - e teste de reconhecimento de novos objetos 

(KRISHNA CHANDRAN et al., 2019). Os autores também verificaram redução da 
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quantidade de células de Purkinje e reduzido volume de DNA no cerebelo. Indicando 

redução na quantidade de células. Semelhantemente, encontramos níveis elevados 

de peroxidação lipídica, associada com redução das concentrações de IL-4, o que 

pode significar uma resposta inflamatória aguçada no hipocampo, requerendo de 

confirmação a nível 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 memória de curto prazo à medida que a dose de MeHg 

aumentou. Os pesquisadores administraram d-anfetamina, agonista dopaminérgico, a 

fim de verificar a influência desse sistema na redução da memória 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 após intoxicação por MeHg (KENDRICKS et al., 2020; KENDRICKS; 

BOOMHOWER; NEWLAND, 2020). Em nosso trabalho não foram verificadas 

alterações da atividade da AChE no hipocampo, uma enzima envolvida no 

catabolismo da acetilcolina. 

Em nosso trabalho, a intoxicação por MeHg em baixas doses em 

camundongos adultos causou inflamação sistêmica e endotoxemia, com aumento dos 

níveis de MPO circulantes. A liberação de MPO derivada de neutrófilos pode aumentar 

a permeabilidade da BHE (ÜLLEN et al., 2013) e causar ativação da microglia. A 

microglia ativada pode liberar MPO no hipocampo, aumentando o processo 

neuroinflamatório.  

Especulamos que a redução das concentrações de taurina endógena no 

hipocampo dos animais desafiados, tenha sido por seu envolvimento em reações 

antioxidantes e atividade neuroprotetora, como resposta compensatória às elevações 

de MPO. O composto formado, após reação com o HOCL, de taurina cloroamina 

(TauCl), pode não ter sido detectado pelo HPLC, explicando a redução de taurina 

endógena.  

Recentemente, Wang et al., (2021), mostraram que a administração 

periférica de taurina pode diminuir a atividade inflamatória de microglia e evitar morte 

neuronal no hipocampo. Além disso, a redução das concentrações de taurina nos 

neurônios hipocampais in vitro pode se relacionar com o aumento do processo 

inflamatório e maior dano celular, bem como a alteração do metabolismo do Ca2+ na 

fenda sináptica pela regulação de quinases e fosfatases (LAMBERT, 2004; EL 
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IDRISSI, 2008a). Dessa forma, a liberação de taurina por neurônios e por astrócitos, 

que também podem liberar taurina (SARANSAARI; OJA, 2008) poderia ter um efeito 

neuroprotetor no hipocampo na intoxicação induzida pelo MeHg em nosso modelo. 

Mais experimentos são necessários para confirmar essa hipótese. Esse efeito 

neuroprotetor pode ter resguardado a memória dos animais, após intoxicação pelo 

MeHg, já que os animais desafiados do nosso estudo não exibiram déficits cognitivos 

detectáveis pelo teste de Barnes. 

Em suma, este estudo sugere que a intoxicação por MeHg em baixas doses 

em camundongos adultos tem efeito pró-obesogênico e dislipidêmico, além de induzir 

inflamação sistêmica com endotoxemia de possível origem intestinal, e alteração da 

microbiota intestinal (disbiose). Ainda, a intoxicação de MeHg induziu reduzida 

transcrição de IL-4 e alterações nas concentrações de GABA, glicina e taurina, 

neurotransmissores relacionados ao controle do potencial inibitórios. Não foram 

identificadas alterações de memória nos testes comportamentais utilizados. Esse 

achado pode ser explicado parcialmente pela possível ação neuroprotetora da taurina 

endógena no hipocampo (Figura 24). 

 

Figura 24 - Proposta da ação neuroprotetora da taurina na inflamação mediada pela 

MPO após intoxicação por MeHg em baixas doses. 

 

Fonte: Autoria própria 
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 De que forma as alterações dos níveis de neurotransmissores inibitórios 

no hipocampo afetam o comportamento de locomoção espontânea ainda precisa ser 

melhor entendido. Além disso, como esses efeitos de longo prazo podem determinar 

o aparecimento precoce de doenças neurodegenerativas precisa de maior 

investigação. Esse estudo apresenta algumas limitações, incluindo a análise mais 

detalhada da sinalização neurotransmissora no hipocampo e expressão de 

receptores, além da investigação morfológicas de células imunoinflamatórias e vias 

de sinalização imunoprotetoras, como da IL-4. Contudo, esse estudo é o primeiro que 

aborda o efeito sistêmico e neurotóxico do MeHg em baixas doses em camundongos 

adultos (ver mapa geral de resultados em Apêndice A). 

Estudos da neurogênese do adulto, barreira hematoencefálica e ainda 

possível desafio com LPS deverão ser investigados, juntamente com o sugerido 

mecanismo neuroprotetor de taurina no hipocampo, após a intoxicação crônica em 

baixa doses de MeHg em camundongos adultos. Esses estudos podem ter um papel 

significativo na compreensão do impacto de longo prazo da intoxicação mercurial em 

populações ribeirinhas, expostas cronicamente a esse organometal, e dessa forma 

contribuir para políticas de saúde pública, com planejamento de medidas preventivas 

e de novas estratégias de tratamento. 

O presente estudo apresenta limitações em relação aos métodos 

experimentais da análise de aminoácidos no hipocampo. A realização de eutanásia 

sem sedativo não é indicada pela Comitê de Ética para Uso Animal. Todos os grupos 

passaram pelo mesmo procedimento. É possível que mesmo em quantidade pequena 

a injeção com anestésicos tenha causado alterações nos níveis de aminoácidos 

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

 

• A intoxicação mercurial com 2mg de MeHg/L de água de beber por 30 dias 

induziu aumento do ganho de peso nos animais experimentais. 

• A intoxicação mercurial induziu efeito dislipidêmico nos animais, aumentando 

as concentrações sérica de triacilgliceróis e colesterol total.  

• A intoxicação mercurial induziu endotoxemia e inflamação sistêmica nos 

animais. 

• A intoxicação mercurial induziu peroxidação lipídica e aumento dos níveis de 

mieloperoxidase no hipocampo, sugerindo dano celular e ativação microglial. 

• A intoxicação mercurial induziu aumento dos aminoácidos GABA e glicina no 

hipocampo, sugerindo distúrbio da neurotransmissão inibitória. 

• A intoxicação mercurial reduziu os níveis do aminoácido taurina no hipocampo. 

• Houve prejuízo locomotor dos animais intoxicados, com diminuição da distância 

total percorrida, velocidade média e exploração vertical no teste de campo aberto. 

• A intoxicação mercurial não alterou os escores de memória de trabalho, 

memória espacial e de aprendizado no teste de Barnes. 
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