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Resumo metodolégico sobre periodo de exposicao, coleta de cerebelo e analises
realizadas. Ratos Wistar foram divididos em Grupo Controle — GC (n=28) e
Grupo Exposto - MeHg (n=28). Ambos grupos receberam, agua e alimentagéo
padrdo. O grupo MeHg recebeu por gavagem intragastrica MeHg (0,04
mg/kg/dia). Apds 60 dias de gavagem os animais foram eutanasiados e o
cerebelo foi coletado. A metade do cerebelo de 10 animais de cada grupo foram
utilizados para a Mensuracao de Hg (2) e a outra metade para a analise da
bioquimica oxidativa baseada no Estresse Oxidativo (3), através de ensaio da
concentracdo de nitrito (Nitrito), ensaio de peroxidacdo lipidica (LPO) e
Capacidade Antioxidante Contra Radicais Peroxil (ACAP); Analise do perfil
protedmico foi feita utilizando 8 animais de cada grupo (4); Analise
Imunohistoquimica (5), a qual foi realizada com os 10 animais restantes e a partir
da avaliagdo de imunomarcac&o dos anticorpos anti neuN , anti-GFAP, anti-IBA-
1, anti-MBP e anti-Sinaptofisina (SINA).

Exposicdo do animal ao aparato que compde o Campo Aberto para realizacdo
do teste de atividade locomotora espontanea.

Imagem do equipamento Rotarod.

Efeitos da exposicéo crbnica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, nos
niveis de mercario no cerebelo de ratos Wistar. Resultados expressos com
média + erro padrdo. *p< 0,0001 comparado ao grupo controle (Teste t de
student).

Efeitos da exposi¢édo crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, na
exploragdo horizontal esponténea (A) e nimero de rearings (B) de ratos Wistar.
Resultados expressos com média + erro padrdo. *p= 0,01 comparado ao grupo
controle (Teste t de student).

Efeitos da exposi¢édo crénica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, no
ndmero de quedas durante a deambulacéo forgada de ratos Wistar nas rotacdes
de 20, 25 e 28RPMs. Resultados expressos com média + erro padrdo. *p= 0,02
comparado ao grupo controle (Teste t de student).

Efeitos da exposicdo crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias
mostrando diminuicdo da capacidade antioxidante contra radicais peroxil de
ratos Wistar. Resultados expressos em porcentagens da diferenca da area da
unidade de fluorescéncia das curvas. *p= 0,02 comparado ao grupo controle
(Teste t de student).

Efeitos da exposicdo cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias,
aumentando nos niveis de nitrito de ratos Wistar. Resultados expressos em
porcentagem de microM por micrograma de proteina com média + erro padrao.
*p=0,0001 comparado ao grupo controle (Teste t de student).

Efeitos da exposicdo cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias,
aumento nos niveis de MDA de ratos Wistar. Resultados expressos em
porcentagem de nanoM por micrograma de proteina com média + erro padrao.
*p< 0,0001 comparado ao grupo controle (Teste t de Student).
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cerebelo de ratos adultos entre o grupo MeHg e o grupo controle. Categoria de
proteinas baseado na ontologia genética de processos biologicos, funcao
molecular e componentes celulares. Significancia (Kappa = 0,4) e distribuic&o de
acordo com a porcentagem de genes associados. O nimero de acesso das
Rede de interagéo criada no aplicativo ClusterMarker, mostrando interages nas
proteinas identificadas no cerebelo de ratos adultos com diferente expressédo do
grupo MeHg e o grupo controle. A coloracdo dos nés indicam a diferenca entre
a expressao das proteinas identificadas pelo numero de acesso. Vermelho e
verde escuro indicam proteinas encontradas apenas no grupo controle e no
MeHg respectivamente, o verde claro e a rosa indicam proteinas super e
subexpressas respectivamente. Os ndés cinzas representam proteinas que nao
foram identificadas em ambos os grupos, porém interagem com a rede.
Rede de interacéo criada no aplicativo ClusterMarker, mostrando a intera¢do nas
proteinas identificadas no cerebelo de ratos adultos com diferente expresséo do
grupo MeHg e o grupo controle. A coloracdo dos nés indicam a diferencga entre
a expressao das proteinas identificadas pelo numero de acesso. Vermelho e
verde escuro indicam proteinas encontradas apenas no grupo controle e no
MeHg respectivamente, o verde claro e a rosa indicam proteinas super e
subexpressas respectivamente. Os nés cinzas representam proteinas que nao
foram identificadas em ambos os grupos, porém interagem com a rede. (VERDE
CLARO: Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 P16086; Synaptojanin-1
Q62910; Dynamin-1 P21575; VERDE ESCURO Tyrosine-protein phosphatase
non-receptor type 11 P41499; Adaptin ear-binding coat-associated protein 1
P69682; ROSA: Endophilin-A2 035964; Endophilin-A1 035179; Dynamin-2
P39052; Myc box-dependent-interacting protein 1 008839; Amphiphysin
008838; CINZA: Q62910-2; Sorbin and SH3 domain-containing protein 2
035413; Vesicular glutamate transporter 1 Q62634; MOB-like protein phocein
Q9QYWS; Endophilin-A3 035180; Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory
subunit alpha Q63787; Growth factor receptor-bound protein 2 P62994;
BDNF/NT-3 growth factors receptor Q63604; Tyrosine-protein kinase JAK2
Q62689; Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 P97710).
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Figura 13 Rede de interacéo criada no aplicativo ClusterMarker, mostrando a interacéo nas 78
proteinas identificadas no cerebelo de ratos adultos com diferente expressao do
grupo MeHg e o grupo controle. A coloracao dos nés indicam a diferenca entre
a expressdo das proteinas identificadas pelo numero de acesso. Vermelho e
verde escuro indicam proteinas encontradas apenas no grupo controle e no
MeHg respectivamente, o verde claro e a rosa indicam proteinas super e
subexpressas respectivamente. Os nds cinzas representam proteinas que ndo
foram identificadas em ambos o0s grupos, porém interagem com a rede.
(Vermelho: Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 P85970; Syntaxin-1A
P32851; Rabphilin-3A P47709; VERDE CLARO: V-type proton ATPase 116 kDa
subunit a isoform 1 P25286; Alpha-soluble NSF attachment protein P54921;
Synaptosomal-associated protein 25 P60881; Complexin-1 P63041; Syntaxin-
binding protein 1 P61765; Tubulin beta-3 chain Q4QRB4; Sodium/potassium-
transporting ATPase subunit alpha-2 P06686; Excitatory amino acid transporter
2 P31596; Tubulin alpha-4A chain Q5XIF6; Synaptotagmin-1 P21707;
Synaptotagmin-2 P29101; CINZA: Syntaxin-binding protein 5 Q9WU70;
Potassium voltage-gated channel subfamily B member 1 P15387; Syntaxin-12
G3V7P1; Calpain-10 Q9ES66; Vesicle-associated membrane protein 2 P63045;
Beta-soluble NSF attachment protein P85969; Vesicle-associated membrane
protein 1 Q63666; PRKCA-binding protein Q9EP80; Amyloid-beta A4 precursor
protein-binding family A member 2 035431; Syntaxin-2 P50279; Synapsin-3

Figura 14 Efeitos da exposi¢do crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em 79
células de Purkinje no cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa
grupo controle e em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C
gréfico representando andlise quantitativa de células de Purkinje em grupos
controle e MeHg, setas apontando para células de Purkinje Resultados
expressos com média + erro padrdo. *p<0,0001 comparado ao grupo controle
(Teste t de student). Escala = 100 um.
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Efeitos da exposicdo cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, em
células positivas para NeuN em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A
representa grupo controle e em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por
grupo). Em C gréfico representando andlise quantitativa de células NeuN+ em
grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média + erro padrdo. *p=
0,0142 comparado ao grupo controle (Teste t de student). Escala = 100 pm.

Efeitos da exposicdo cronica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em
células positivas para IBA1 em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A
representa grupo controle e em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por
grupo). Em C a quantidade de células positivas para IBA-1 na camada granular,
enquanto D apresenta imunoexpressdo de IBA1 na camada molecular, ambas
em grupo controle e MeHg, setas apontando para células IBA1l+ Resultados

expressos com média + erro padrdo. *n > 0.05 comparado ao arupo controle
Efeitos da exposi¢do crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em

células positivas para GFAP em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A
representa grupo controle e em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por
grupo). Em C a fragéo de area marcada por GFAP em grupos controle e MeHg.
Resultados expressos com meédia + erro padrdo. *p= 0,0190 comparado ao
grupo controle (Teste de Mann-Whitney). Escala = 100 pm.

Efeitos da exposi¢édo crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, na
imunomarcacdo de Proteina Béasica de Mielina (MBP) em cerebelo de ratos
Wistar. Fotomicrografia em A representa grupo controle e em B grupo exposto
ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C a fracdo de area marcada por MBP
em grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média * erro padrao.
*p= 0,0046 comparado ao grupo controle (Teste de Mann-Whitney). Escala =
100 pum.

Efeitos da exposicdo cronica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em
vesiculas positivas para Sinaptofisina em cerebelo de ratos Wistar.
Fotomicrografia em A representa grupo controle e em B grupo exposto ao MeHg
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grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média + erro padrdo. *p=
0,0350 comparado ao grupo controle (Teste de Mann-Whitney). Escala = 100
pm.
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RESUMO

O metilmercurio (MeHg) representa a forma mais toxica do mercurio, que em
intoxicagdes cronicas induz danos motores e cognitivos em ratos adultos. Dados na
literatura sugerem um tropismo deste metal em relacdo ao cerebelo. No entanto,
poucos estudos buscam elucidar os mecanismos associados aos danos induzidos por
MeHg em baixa doses utilizando um modelo de exposi¢céao subcrénica. A partir disso,
0 objetivo deste trabalho foi caracterizar as altera¢cdes motoras, teciduais, bioquimicas
oxidativas e protedmicas induzidas pela exposi¢cdo subcrbnica ao MeHg. Para isso
foram utilizados 56 ratos Wistar adultos, divididos em dois grupos: grupo controle e
grupo exposto (0,04 mg/Kg/dia de MeHg), ambos administrados via gavagem
intragastrica por 60 dias. Apés o periodo de exposicdo, foram realizados os testes
comportamentais de open field e rotarod. Posteriormente, coletou-se o cerebelo
desses animais para andlise bioquimica, protedmica, dosagem dos niveis de mercurio
e avaliacao tecidual. Para analise estatistica dos dados foi utilizado o teste t-Student,
considerando um valor significativo de p<0,05. O perfil protedmico foi analisado pelo
software ProteinLynx Global SERVER™ (PLGS), e foram consideradas subexpressas
proteinas com p<0,05 e superexpressas proteinas com p< 0,95, o teste utilizado foi 0
teste exato de Fisher com correcdo por Bonferroni. Os resultados demonstraram um
aumento nos niveis de mercurio no cerebelo, e alteragdes nos testes motores dos
animais expostos ao MeHg. No open field ocorreu uma diminuicdo da distancia total
percorrida e do numero de rearing em comparagao ao grupo controle com p<0,05, j&
no rotaroad foi observado uma diminui¢cdo do tempo de laténcia da primeira queda e
um aumento no numero de quedas no grupo MeHg em comparacdo ao controle
(p<0,05). Na avaliacdo bioquimica ocorreu um aumento nos niveis de nitrito e de
peroxidacao lipidica e diminuicdo na capacidade antioxidante contra radicais peroxil
(ACAP) (p<0,05). O perfil protedmico desses animais também sofreu alteracéo, das
1220 proteinas identificadas no total 436 proteinas foram encontradas exclusivamente
no grupo controle e 311 proteinas no grupo MeHg. Além disso, demonstrou uma
subexpressao de 115 proteinas e uma superexpressao de 358 proteinas no grupo
MeHg quando comparado com o grupo controle. Na avaliacdo tecidual encontrou-se
uma diminuicdo das células de Purkinje, células NeuN+ e uma menor quantidade de
células IBA1+. Nas analises por fracdo de area foi encontrada uma menor quantidade
de células GFAP positivas, sinaptofisinas e MBP+. Assim, nossos resultados sugerem
gue a intoxicacdo por MeHg provocou danos celulares e protedmicos induzidos por
estresse oxidativo que causou o déficit motor encontrados nos testes
comportamentais.

Palavras-chaves: Cerebelo, Estresse Oxidativo, Metilmercurio, Proteoma.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) represents the most toxic form of mercury, which in chronic
intoxications induces motor and cognitive impairment in adult rats. Studies suggest
that this metal has a tropistic effect on the cerebellum, however few researches aim to
elucidate the mechanisms associated with low-dose MeHg-induced damage in a
subchronic exposure model. Thus, the objective of this study was to verify motor,
tissue, oxidative and proteomic biochemical alterations induced by subchronic
exposure to low doses of MeHg. Fifty six male Wistar rats, 90 days old, were divided
into two groups: control group (distilled water) and exposed group (0.04 mg / kg / day
of MeHg), both administered via intragastric gavage for 60 days. After the exposure
period, the open field and rotarod behavioral tests were performed. Subsequently, the
cerebellum from these animals were collected for biochemical analysis, proteomics,
mercury tissue deposits, and immunohistochemistry evaluation. Statistical analysis
was performed using the Student's t-test, considering a significant value of p <0.05.
The proteomic profile was analyzed by the ProteinLynx Global SERVER ™ software
(PLGS). Proteins with p <0.05 were considered super-regulated proteins and those
with p <0.95 were considered as sub-regulated proteins. The test used was Fisher's
exact test with Bonferroni correction. Our results demonstrated a decrease in the motor
tests of the animals exposed to MeHg. Open field test showed a decrease in total
distance covered and the number of rearing in comparison to the control group with p
<0.05. Rotarod test presented a decrease in the time for the first latency to fall and an
increase in the number of falls in the MeHg group in comparison to the control with p
<0.05. The biochemical evaluation showed an increase in nitrite and lipid peroxidation
levels and a reductions of Antioxidant Capacity Against Peroxils radicals (ACAP) with
p <0.05. Considering the proteomic profile of these animals, among the 1220 proteins
identified, 436 proteins were found exclusively in the control group and 311 proteins
exclusively in the MeHg group. Also, 358 proteins were found overexpressed and 115
subexpressed proteins. All proteins interactions were depicted on 3 interactions
networks to perform proteomic alterations analysis. In addition, the tissue evaluation
showed a decrease in Purkinje cells and NeuN + cells and a smaller amount of IBA1+
cells. Area fraction analysis showed a smaller number of GFAP positive cells,
synaptophysins and MBP +. Thus, our results suggest that MeHg intoxication provoked
cellular and proteomic damage probably related to induced oxidative stress and also
reflecting on motor deficit in behavioral tests.

Key words: Cerebellum, Oxidative Stress, Methylmercury, Proteomics.
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INTRODUCAO
O mercario (Hg) é um metal de alta toxicidade, amplamente encontrado na

natureza e considerado como uma grande preocupacdo a saude publica (Dorea and
Marques 2016);). Segundo a Agency for Toxic Substances and Diseases Registry
(ATSDR) dos Estados Unidos, o Hg € considerado como uma das substancias mais
toxicas a saude humana (ATSDR, 2011).

Na natureza o Hg pode ser encontrado na forma inorganica e organica.
(WASSERMAN J. et al., 2001; BERNHOFT, 2012). Inorganicamente apresenta-se em
trés diferentes formas: mercurio metalico ou elementar (Hg®), ion mercuroso (Hg2?*) e
fon mercurico (Hg?*), onde estes ions sdo capazes de estabelecer ligacGes a
compostos como cloro (Cl), enxofre (S) e oxigénio (O), originando os sais de Hg, como
o cloreto de mercurio (HgCl2). As formas organicas do Hg sdo o etilmercuario
(C2HsHg*), metilmercirio (MeHg) e dimetilmercurio ([CHs3]2Hg), sendo estas
consideradas as formas mais perigosas e de maior frequéncia de exposi¢céo mercurial
(MOREL et al., 1998; WHO, 2003; ZAMBRANO, 2004; CROWE et al., 2017).

Como fontes de liberacdo do metal a natureza, pode-se destacar o descarte
inapropriado na extracdo de matérias-primas como mais evidente, além de ser rejeito
de mineracdo e aterros sanitarios (WHO, 2008). No ambiente, é encontrado em sua
grande maioria na cadeia alimentar aquatica, principalmente em peixes predadores,
onde sofre bioacumulacdo e pode atingir concentragdes superiores a 1ppm, sendo
esta a principal fonte de exposi¢cdo humana ao mercurio (CLARKSON et al., 2003;
HINTELMANN, 2010).

A absor¢cdo do MeHg ocorre ainda no duodeno, quando as moléculas quimicas
ja foram previamente separadas pela acdo do acido gastrico e estdo ligadas as
moléculas de L-cisteina e glutationa (GSH), formando os compostos metilmercurio-
cisteina (MeHg-Cys) e metilmercurio-glutationa (MeHg-GSH), respectivamente (DO
NASCIMENTO et al., 2008). Ao adentrar na corrente sanguinea, o metilmercurio que
esta liga-se a grupos tidis, particularmente aos da L-cisteina, depositasse em todo o
corpo principalmente no SNC (KERSHAW et al, 1980). O transportador de cisteina,
exerce a funcdo de distribuicdo deste metal aos tecidos periféricos, devido
provavelmente a aderéncia ao grupo tiol da L-cisteina (FARINA e ASCHNER, 2017).

O MeHg possui a capacidade de se acumular nas mitocondrias, ocasionando
alteracdes bioquimicas, como a diminuicdo da atividade enzimatica das enzimas

mitocondrias citocromo C oxidase (CCO), superoxido dismutase (CD) e
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sucinatodesidrogenase (SD), contribuindo para a perda da homeostasia celular. Além
disso, a intoxicacdo por MeHg pode ocasionar o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio ap0s um colapso mitocondrial , como radical superoxido (O2),
perdxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxil (OH"), estando esse fendmeno
intimamente relacionado com os danos celulares ocasionados pela intoxicacao
(FARINA et al., 2013; DO NASCIMENNTO et al., 2008; ERCAL et al., 2001). Outro
evento observado é a capacidade que o MeHg tem de se associar aos microtubulos.
Os microtubulos s&o estruturas proteicas que possuem importancia reconhecida na
formacdo do citoesqueleto celular. Essas estruturas sdo compostas de proteinas
tubulinas, que possuem em sua composicao grupamentos —SH (CRESPO-LOPEZ et
al., 2009).

Um outro mecanismo de dano por exposicdo mercurial € a neurotoxicicidade,
0 MeHg é capaz de aumentar a liberacdo de glutamato pelos neurénios pré-sinapticos
e diminuir a recaptacdo do mesmo pelos astrdcitos, com isso 0s niveis de glutamato
na fenda sinaptica aumentam ativando o receptor NMDA do neurdnio pés-sinaptico
causando um influxo de célcio e desencadeando mecanismos de morte celular por
excitotoxicidade (FARINA, ROCHA e ASCHNER, 2011).

Apos a absorcdo, MeHg pode atingir varios 6rgdos, no entanto o sistema
nervoso central (SNC) representa um alvo preferencial para este metal (FARINA e
ASCHNER, 2017), além disso parece ocorrer um tropismo seletivo do mercurio pelo
cerebelo que ja foi demostrado (KONG et al., 2013). Além disso, estudos em animais
conseguiram demostrar alteracdes bioquimicas no cerebelo causadas por exposi¢cao
de curta duracdo ao metilmercurio (MACEDO-JUNIOR et al., 2017) e mostram que 0s
efeitos neurotéxicos do MeHg envolvem significativamente o cerebelo e diversos
mecanismos foram propostos para tal neurotoxicidade (CASTOLDI et al., 2001).

O cerebelo é um 6rgdo que possui a capacidade de realizar ligagbes com
diferentes regides do SNC. Exerce papel fundamental na coordenagdo motora, na
articulacdo da fala e no controle dos movimentos oculares, além de participar no
controle do equilibrio e das funcdes autondmicas. As lesdes cerebelares causam
alteracbes chamadas de sindromes cerebelares, que induzem sinais e sintomas
motores como: desequilibrio na marcha, descoordenacdo nos movimentos dos
membros, altera¢cdes dos movimentos oculares e disartria (BUGALHO et al., 2006).

Na Amazonia brasileira garimpos ilegais que utilizam mercurio para a extracao

de ouro ainda sdo uma realidade (IBAMA, 2018). Devido a esses fatos, faz-se
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necessario estudar as consequéncias de uma exposicado mercurial que mimetize o
gue ocorre com as populacdes ribeirinhas e tradicionais, que tém como sua principal
fonte proteica os peixes oriundos dos rios da regido que estdo contaminados com o
mercurio (MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014).

Estudos recentes demostram danos no SNC ocorridos devido exposicéo
mercurial em populacdes tradicionais (FREITAS et al., 2018; COSTA JUNIOR et al.,
2017). Apesar de alguns trabalhos em animais ja terem demonstrado uma maior
deposicao do metilmercurio no cerebelo, poucos trabalhos mostram os efeitos desse
depdsito no parénquima cerebelar. Em consequéncia disso, faz-se necessaria uma
avaliacdo dos possiveis danos causados ao cerebelo apds uma exposicao prolongada
e em baixas doses ao MeHg, uma vez que esta regido do SNC apresentou maior

tropismo mercurial em animais (KONG et al., 2013).
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar as possiveis alteragfes desencadeadas no cerebelo de ratos adultos

submetidos a um modelo de exposicdo a baixas doses de metilmercurio.

2.2. Objetivos especificos

a)
b)

C)

d)

f)

9)
h)

Analisar os niveis de mercurio no cerebelo;

Avaliar o desempenho motor em animais expostos ao metilmercurio;

Investigar as alteragbes bioquimicas e possivel estresse oxidativo
desencadeados perante a exposicdo ao MeHg;

Analisar as possiveis modulacdes do perfil protedbmico do cerebelo de animais
expostos ao MeHg;

Avaliar o padrdo neurodegenerativo (sobrevivéncia/densidade neuronal,
astrocitaria e microglial) desencadeados perante o modelo de exposicao
proposto;

Avaliar se a exposicdo ao MeHg desencadeia ativacdo microglial e resposta
astrocitéria;

Avaliar se a exposicdo ao MeHg promove desorganizacéo da bainha de mielina;
Avaliar se o padrdo de comunicacédo sinaptica foi alterado mediante a exposicéo

mercurial;
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MATERIAL E METODOS
3.1. Animais experimentais

Neste estudo foram utilizados 56 ratos albinos da espécie Rattus novergicus,
linhagem Wistar, machos, com massa corpdrea entre 180g a 250g e com 90 dias de
vida fornecidos pelo Biotério de Criacdo da Universidade Federal do Para para o
Biotério do Laboratorio de Neuroprotecdo e Neurorregeneracdo Experimental ICB-
UFPA. Os animais foram alojados em gaiolas-viveiros de plastico, com dimensdes
de 30cm X 20cm X 12cm, divididos em grupos de até 4 animais por caixa. Durante
o periodo de alojamento, os animais receberam racdo balanceada e agua,
permaneceram em uma temperatura de 25°C e foram submetidos a um ciclo
escuro/claro de 12 horas (luzes ligadas as 7:00h)

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA (CEPAE- UFPA: 225-14) (anexo ).

3.2. Formacéo dos grupos experimentais

Os animais foram distribuidos dentro de 02 grupos distintos da seguinte forma:
* Grupo Controle (28 animais): Animais que receberam diariamente
somente o veiculo (6leo de milho) durante 60 dias;

* Grupo MeHg (28 animais): Animais foram expostos diariamente ao MeHg
durante 60 dias;

Os grupos foram divididos de modo que 10 animais de cada grupo foram
destinados para analise tecidual e outros 10 animais de cada grupo para andlise
dos parametros pré e antioxidante, assim como a mensuracéo dos niveis de mercurio
total formados no cerebelo. Os 16 animais restantes foram destinados para a
caracterizacdo do perfil protebmico (8 animais controle e 8 animais MeHg). Os

procedimentos experimentais realizados estao descritos a seguir na Figura 1.
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Figura 1 — Resumo metodologico sobre periodo de exposigdo, coleta de cerebelo e andlises realizadas.
Ratos Wistar foram divididos em Grupo Controle — GC (n=28) e Grupo Exposto - MeHg (n=28). Ambos
grupos receberam, agua e alimentacdo padrdo. O grupo MeHg recebeu por gavagem intragastrica
MeHg (0,04 mg/kg/dia). Apds 60 dias de gavagem os animais foram eutanasiados e o cerebelo foi
coletado. A metade do cerebelo de 10 animais de cada grupo foram utilizados para a Mensuragéo de
Hg (2) e a outra metade para a analise da bioquimica oxidativa baseada no Estresse Oxidativo (3),
através de ensaio da concentracdo de nitrito (Nitrito), ensaio de peroxidacdo lipidica (LPO) e
Capacidade Antioxidante Contra Radicais Peroxil (ACAP); Analise do perfil protedmico foi feita
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utilizando 8 animais de cada grupo (4); Analise Imunohistoquimica (5), a qual foi realizada com os 10
animais restantes e a partir da avaliacdo de imunomarcacéo dos anticorpos anti neuN , anti-GFAP, anti-
IBA-1, anti-MBP e anti-Sinaptofisina (SINA).

3.3. Exposicdo ao metilmercurio

A exposicdo dos animais foi iniciada quando os mesmos alcancaram 90 dias
de vida, os animais pertencentes ao grupo tratado receberam MeHg através de
gavagem intragastrica em uma dose diaria de 0,04mg/kg durante 60 dias. As doses
diarias foram ajustadas semanalmente a partir da mudanca do peso corporal dos
animais experimentais, tendo como veiculo do MeHg o 6leo de milho, os animais
foram pesados semanalmente. Esta dose foi descrita no trabalho de Kong e
colaboradores (KONG et al., 2013) como sendo capaz de promover aumento nos
niveis de mercurio no cortex cerebelar de ratos expostos ao metilmercurio. Os
animais do grupo controle passaram pelos mesmos processos de exposicdo via

gavagem, porém sem MeHg, apenas com o veiculo.
3.4. Ensaios comportamentais

Os ensaios comportamentais foram realizados apds completados os 60 dias
de exposicdo. Todos os testes foram executados em sala prépria, com atenuacao

dos niveis de ruido e baixa intensidade de iluminacao.
3.4.1. Teste da atividade locomotora espontanea (open field)

A avaliacdo de roedores em uma arena ou campo aberto € um procedimento
muito utilizado com a finalidade de se observar a atividade locomotora de animais de
pequeno porte, jA tendo sido utilizado por nosso grupo (OLIVEIRA et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2014). Em um primeiro momento, sabe-se gque ratos, assim como 0s
seres humanos, poderéo reagir ao ambiente considerado “novo” e apresentar uma
resposta aversiva, caracteristica de congelamento (do inglés “freezing”), que é um
comportamento inerente ao animal, o qual muitas vezes é utilizado como uma forma
de diminuir as detecc¢Oes visuais e auditivas por parte dos predadores. No entanto,
em um segundo momento, ele tende a explorar o ambiente onde se encontra. Este
teste consiste de uma area central aversiva, que avalia tanto o nivel de ansiedade,

quanto parametros de deambulacdo do animal (PANDOLFO et al., 2007).
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Para este teste foi utilizada uma arena em madeira (100x100x40cm), pintada
com material impermeavel, na qual o piso se encontra dividido em 25 quadrantes

iguais de 20x20cm (Figura 02).

Figura 2 - Exposi¢do do animal ao aparato que comp8e o Campo Aberto para realizacdo do teste de

atividade locomotora espontéanea.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram conduzidos a sala de teste
por um periodo de uma hora para aclimatacdo e habituacdo ao ambiente do teste.
ApG6s habituacdo, o teste da atividade locomotora foi iniciado. Os animais foram
colocados individualmente no quadrante central do campo aberto e permitido o livre
deslocamento dentro do aparato por 5 minutos, filmados através de uma camera
posicionada a cima da arena e monitorada em outra sala por experimentador que nao
tinha conhecimento do grupo de tratamento que estava sendo testado.

Os videos foram analisados e contabilizada a distancia percorrida durante 5
minutos, este protocolo ja vem sendo utilizado em nosso grupo de pesquisa
(OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, foi contado a taxa de “rearing” (levantamentos).
O objetivo da utilizacdo desse modelo no trabalho foi verificar se a exposi¢éo ao MeHg

afetou as atividades exploratorias e locomotoras dos animais expostos.

3.4.2. Teste do rotarod
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Este teste foi realizado no aparelho Rotarod (Insight, Brasil) para avaliacéo
da forca e coordenacdo motora dos animais (DUNHAM e MEYA, 1957; TEIXEIRA et
al., 2014). Os animais foram treinados a manterem-se sobre o0 eixo giratorio do
equipamento durante 3 minutos a 8 rotagcdes por minuto (8RPM). Apds o treino,
foram submetidos ao teste propriamente dito, onde os animais foram expostos ao
aparelho em cinco etapas de 3 minutos a 16, 20, 25, 28 e 37 RPM, sendo respeitado
o periodo de 60 segundos entre as exposicfes e contabilizando o tempo de
permanéncia do animal (laténcia) sobre a barra de rolagem até a primeira queda nas

cinco etapas e o numero de quedas totais (TEIXEIRA et al., 2014) (Figura 03).

Figura 3 — Imagem do equipamento Rotarod.

3.5. Analise bioquimica
3.5.1. Quantificacéo de proteinas

Apés a realizacdo dos ensaios comportamentais, 10 animais de cada grupo
foram eutanasiados por deslocamento cervical e seus cerebelos removidos. Em
seguida, um hemisfério do cerebelo de cada animal do grupo controle e grupo exposto
ao MeHg foi dissecado para posterior homogeneizacdo em tampao Tris-HCI 20 mM
(pH 7,4). A dosagem de proteina foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Bradford (1976). Este método foi realizado para normatizacdo da quantificacdo de

Nitrito e Peroxidacgao Lipidica.
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As amostras previamente obtidas foram descongeladas em tubo cénico com
volume de 3ml sera adicionado 5ul de amostra e 250ul do reativo de Bradford (100
mg Azul Brilhante de Coomassie, 50ml de metanol 95%, 100ml de acido fosférico
85%) o qual reagiu com a amostra durante 5 minutos em triplicatas em uma
microplaca transparente de 96 pocos, foram feitas leituras no espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 595nm. Os valores foram obtidos de acordo com uma curva-

padrdo pré-estabelecida com BSA (Albumina Sérica Bovina).
3.5.2. Andlise da capacidade antioxidante contra radical peroxil

Uma aliquota do homogenato bruto foi retirada para mensurar a capacidade
antioxidante total através do método de avaliacdo da capacidade antioxidante contra
os radicais peroxil (AMADO et al, 2009). As amostras foram centrifugadas a 9700
RPM durante 20 min a 4°C. O sobrenadante das amostras foi exposto, em triplicatas
em uma microplaca transparente de 96 pocos, a um gerador de radicais peroxil, o
2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (ABAP; 4 mM; Aldrich) e em
outra triplicata recebeu somente agua ultrapura. Apos 30 minutos de reacao entre a
amostra e ABAP, foram levadas para mensuracdo da fluorescéncia gerada, com
leituras realizadas a cada 5 minutos durante um periodo de 1 hora em leitor de
microplaca opaca (Victor 2, Perkin Elmer), a temperatura de 35 °C. Os resultados
foram expressos de acordo com a diferenca da area da unidade defluorescéncia das

curvas geradas da mesma amostra com e sem ABAP.
3.5.3. Concentragéo de nitrito (NO)

Para o ensaio de niveis de nitritos, uma aliquota do homogenato bruto foi
centrifugada a 14000RPM por 10min a 4°C e o sobrenadante sera utilizado para a
analise descrita por Green et al. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente com reagente de Griess (Naftil-etileno-diamina 0,1% e Sulfanilamida 1% em
acido fosforico 5% - 1:1). A absorvancia foi mensurada com o comprimento de onda
igual a 550nm e comparada com a das soluc¢des padrdes de nitrito de sédio. Todas
as analises foram realizadas em triplicata e os valores expressos em microM/Microg de

Proteina.
3.5.4. Peroxidacéo lipidica (LPO)

Este parametro foi mensurado pelo método colorimétrico (Gérard-Monnier, et.

al.,1998). Onde uma aliquota do homogenato bruto foi centrifugada a 5600RPM por
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10 minutos a 4°C e 100uL sobrenadante foi incubado com 325uL NMFI (solucédo de
N-Metil-2-Fenilindol com acetonitrila 10,3 mM + Metanol - 1:3) e 75uL &cido
metanosulfonico P.A., reagiu em banho maria por 40min em uma temperatura de 45°
C. Apébs isso, as amostras foram plaqueadas em triplicata em microplaca
transparente de 96 pocos, foram feitas leituras no espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 586nm. Os valores foram obtidos de acordo com uma curva-
padrdo pré-estabelecida com MDA (malonaldeido). Todas as analises foram
realizadas em triplicata e os valores expressos em nM/Microg de Proteina.

3.6. Avaliacdo dos niveis de mercurio no cerebelo

Um hemisfério de cada cerebelo foi direcionado a andlise dos niveis de
mercurio pelo método de Susuki e colaboradores (2004). Para tanto o tecido foi
pesado e homogeneizado (0,59 méaxima de peso em umido), colocado em uma
garrafa de digestdo ao qual foi acrescido 1ml de &gua destilada, 2ml de acido
perclorico (HCIO4) em acido nitrico 1 + 1 (HNO3) e 5ml de &cido sulftrico (H2S0O4),
consecutivamente adicionados, e finalmente levados a placa de aquecimento (200
- 230°C) durante 30min. Para alcancar o volume final (50ml) foi acrescentado agua
destilada. O extrato do tecido foi preparado para 0 e 1,0ml de solucao de
metilmercurio-cisteina (0,10ug de Hg/ml) em duas garrafas de digestdo (uma a 0
e outra 0,10ug de Hg). Em uma foi colocado 1ml de agua destilada (o branco)
seguido por 2ml de HNO3, HCIO4 (1 + 1) e 5ml de H2SO4 (constituindo o padréao
para leitura), o mesmo foi feito com a solu¢cdo da amostra para mensuracao.

Os niveis de mercurio nas amostras foram estimados por espectrometria de
absorcao atbmica (CVAAS) (Semi-automatizado Mercurio analisador, Modelo Hg-201,
Sanso Seisakusho Co., Ltd., Toquio, Japao).

Para a quantificacdo do mercurio total presente foiutilizada a seguinte
féormula (SUSUKI et al., 2004): Concentracdo de mercurio total na amostra (mg/g) =
0,10 mg x (amostra - amostra em branco) / (amostra padrao - branca amostra) x fator
de diluicdo x 1/peso amostra (g) x relacdo de peso umido /peso seco. Todas as

analises foram realizadas em duplicata e os valores expressos em ng/g.
3.7. Caracterizacdo do perfil protebmico

Para esta etapa foram utilizados os 16 ratos restantes (8 animais de cada grupo)
gue apos a exposicao ao metilmercurio, foram profundamente anestesiados com uma

solucdo de cloridrato de cetamina (90mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9mg/Kg),
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eutanasiados por deslocamento cervical para posterior dissecacao das areas do SNC.
O cerebelo foi imediatamente congelado em nitrogénio liqguido e armazenado em
freezer -80 °C até a execuc¢do das etapas posteriores.

O processamento das amostras para andlise do perfil protebmico foram
executados da seguinte forma: as amostras foram pulverizadas por moinho
criogénico, com posterior extracdo de proteinas sollUveis com tampdo de lise e
recuperacdo das mesmas apos centrifugacdo e precipitacdo pelo kit PlusOne 2D
Cleanup (GE Healthcare, Uppsala, Sweden), como recomendado pelo fabricante.

3.7.1. Quantificacdo de proteinas totais e extracédo de proteinas

Os pellets foram ressuspendidos em tampéao de reidratacao e 25uL de proteinas
da regido de cada animal foi centrifugado para clarificagdo. Para cada amostra foi
adicionado 10uL a 50mM de AMBIC contendo 2M de ureia. Cada amostra foi filtrada
duas vezes em 3kDa AMICON (Millipore, St. Charles, MO, EUA) e a mensuracéo de
proteinas totais foi feita pelo método descrito por Bradford (1976).

As proteinas totais foram extraidas com Tris-HCI 50mM (pH 8,8), cloreto de
potéssio 1,5mM, DTT 10mM e SDS 0,1% (m/v) em gelo por 10min. Apéds esse periodo,
as amostras foram centrifugadas por 5min a 5000rpm a 4°C. O sobrenadante
contendo as proteinas extraidas foi coletado e as mesmas foram precipitadas com
acetona refrigerada na proporcdo 1:4 em gelo por 1 hora a -20°C seguido de
centrifugag&o a 13000rpm por 10min a 4°C. O pellet foi solubilizado com bicarbonato
de aménio (AMBIC) 50mM, seguido da quantificacdo de proteinas totais para a
diluicdo da amostra na concentracdo de 1ug/uL. A amostra (50uL) foi transferida para
um novo microtubo e 10uL de AMBIC 50mM foi adicionado a amostra seguido de 25uL
da solucédo RapiGest SF a 0.2 % (Waters). A solucéo foi agitada em vOrtex e incubada
a 80°C em banho-maria por 15min. A seguir, foi adicionado 2,5uL de DTT 100mM a
solucdo e incubada por 30min a 60°C. ApGs a amostra ter resfriado a temperatura
ambiente, 2,5uL de iodoacetamida 300mM foi adicionada e incubada no escuro por
30min. A digestdo proteica foi realizada apos a adicdo de tripsina (50 pg/uL) em
AMBIC 50mM a 37°C overnight. Apos a digestéo, 10uL de acido trifluoroaceético a 5%,
agitado em vértex e incubado a 37°C por 90min com o objetivo de hidrolisar o
RapiGest. A amostra foi centrifugada a 14000rpm por 30min a 6°C e o sobrenadante
foi transferido para um outro microtubo (Waters Total Recovery vial- Waters). A

amostra foram adicionados 5uL do padrdao de digestdo MassPREP (alcool
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desidrogenase (ADH) de levedura na concentracdo 1pmol/uL - Waters), seguido de
85uL de acetonitrila 3% com acido férmico 0,1%, sendo a concentracao final da ADH
de 25fmol/ul. A concentracéo proteica final da amostra foi em torno de 250ng/puL.

Para as andlises dos peptideos foi utilizado o espectrometro de massas Xevo G2
(Waters Corporation) acoplado ao sistema nanoACQUITY (Waters Corporation).
Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Inicialmente foi realizada a
cromatografia liquida em nanoescala (nanoLC) utilizando o sistema nanoACQUITY
(Waters Corporation) equipado com uma pré-coluna Symmetry C18 5um, 5mm 180-
pm e uma coluna analitica de fase reversa nanoEase BEH130 C18 1,7 pum, 100 um,
100mm. As amostras foram misturadas a uma solucdo aquosa de acido formico (AF)
0,1% e em seguida transferidas para pré-coluna a um fluxo de 15uL/min, durante 1
minuto. Foi utilizada como fase movel A 4gua com AF 0,1% e a fase mével B foi
composta de AF 0,1% em acetonitrila (ACN). Os peptideos foram separados com
gradiente de 3-40% de B durante 90 minutos a um fluxo de 600nL/min, seguido por
uma lavagem de 10 minutos com 90% de B. A coluna foi entdo reequilibrada para as
condi¢des iniciais durante 20 minutos. A temperatura da coluna foi mantida a 35°C.
Para o lockmass foi utilizado 100fmol de Human [Glu'] - Fibrinopeptide (GFP) B
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO), que foi introduzido simultaneamente a amostra um
fluxo constante de 150nL/min. Todos os espectros foram obtidos no modo ion positivo.
Para as andlises foram adotados o0s seguintes parametros: voltagem do capilar de 2.0
kV e voltagem do cone de 35 V. O modo de aquisicdo utilizado ser4 o MSF, o qual
permite uma informacdo de massa exata tanto dos ions intactos quanto dos
fragmentos que séo obtidos. A aquisicdo dos dados foi feita com auxilio do software
MassLynx® (Waters Corporation). Para a identificacdo das proteinas, os espectros
conseguidos de MS/MS foram confrontados com bases de dados de proteinas de
Homo sapiens usando o algoritmo MASCOT no softwareMassLynx® (Waters
Corporation).

A quantificacao livre de marcadores foi feita utilizando o software ProteinLynx
Global Service (PLGS, v 2.2.5, Waters). Todas as proteinas identificadas com um
score com confianga maior que 95% foram inclusas na analise quantitativa. Os
peptideos idénticos de cada triplicata por amostra foram agrupados com base na
precisdo de massa (< 10 ppm) e numa tolerancia de tempo de retencdo < 0,25
minutos, usando o software de agrupamento incluso no PLGS v. 2.3. Foi feita uma

normalizagdo usando a funcdo de autonormalizacdo do PLGS. Apenas proteinas
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identificadas em 2 das 3 corridas foram selecionadas para analises subsequentes.
Uma lista de proteinas diferencialmente expressas foi importada para o Cytoscape, a

para se tragar as vias de integracao.
3.8. Analise tecidual

Os animais restantes (10 controles e 10 expostos) foram anestesiados com
uma mistura de cloridrato de cetamina (90mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9mg/Kg), e
perfundidos através do ventriculo esquerdo com solucdo salina a 0,9% heparinizada,
seguida de paraformaldeido a 4%. Apo6s a perfusdo, os cerebelos foram removidos
da caixa craniana e pés-fixados em bouin por 3 horas. Em seguida, lavadas em éalcool
50% e desidratadas em uma  bateria  progressiva de  alcool
(70%,80%,90%,100%,100%) e clarificadas com xilol, apés essas etapas foram
incluidos em Paraplast (McCormick™) e seccionados em micrétomo a 5um.

Algumas seccfes foram submetidas a coloracdo por hematoxilina e eosina
(HE) para uma observacdo do panorama geral da condicdo tecidual de cada
grupo e selecao das secc¢des para imunohistoquimica, os anticorpos selecionados

foram os seguintes:

e Anti-NeuN (1:100, Chemicon): Um marcador de neurbnios maduros muito
utilizado para se investigar a sobrevivéncia neuronal (SARNAT, NOCHLIN E BORN,
1998; LIMA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2014);

e Anti-GFAP (1:2000, Dako): Um marcador de astrécitos que permite avaliar
modificacdes na morfologia e nimero perante injurias ao SNC (RESKE-NIELSEN,
OSTER E REINTOFT, 1987; LIMA et al., 2007; FONTES-JUNIOR et al., 2016);

e Anti-lbal (1:1000, WAKO): Um anticorpo que reconhece uma proteina
guelante de Ca++ presente no citoplasma microglial (ITO et al. 1998);

e Anti-MBP (1:100, Chemicon International): Anticorpo monoclonal que
reconhece a proteina basica de mielina, um componente da mielina compacta
(IRVING et al. 1997; GOMES-LEAL et al. 2005);

e Anti-Sinaptofisina (1:300, Millipore): A sinaptofisina & uma proteina implicada
na ancoragem vesicular pré-sinaptica, sendo utilizada como marcador do

acoplamento a receptores pés-sinapticos (GOULD et al., 1987);

Essas imunomarcacdes foram quantificadas em ambos os grupos atraves das

contagens de células positivas feita em um aumento de 40x com o auxilio de uma
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gradicula com area de 0,0665mm? acoplada a ocular do microscépio de luz. foram
consideradas 3 seccdes por animal (grupo exposto e controle) e 3 campos por
seccao. Apds a contagem foram realizadas as fotomicrografias dos campos mais
representativos de cada grupo para cada técnica.

3.9. Andlise quantitativa

Para analise quantitativa da imunomarcacado de MBP, Sinaptofisina e GFAP,
micrografias adquiridas no microscopio Axioscope (Carl Zeiss, Alemanha) equipado
com um CCD AxiocCam Céamera colorida HRC (Carl Zeiss) com a mesma ampliacao
(x 40), foram segmentadas por "deconvolution color plugin® (Gabriel Landini,
http://www.dentistry.bham.ac.uk/landinig/software/software. html) do software Image
J (NIMH, NIH, Bethesda, MD, EUA, https:// imagej.nih.gov/ij/). Apds a segmentacao
da imagem, foram medidos os valores de fracdo de area (%) da coloragcdo DAB nas
secbes (FERNANDES et al, 2015; FAGUNDES et al., 2016; LIMA et al., 2016). As
micrografias foram adquiridas na regido do segundo folheto do vérmis cerebelar de 5
secdes por animal, sendo 3 micrografias por sec¢ao (5 animais por grupo). Os valores
obtidos foram expressos como média + erro padréo.

As imunomarcacdes de NeuN e Ibal e HE de neurbnios de Purkinjee foram
guantificadas utilizando gradicula de contagem em microscopio 6tico com aumento de
40x. As contagens foram feitas na regido do segundo folheto do vérmis cerebelar de
5 secdes por animal, sendo 3 micrografias por seccao (5 animais por grupo). Os

valores obtidos foram expressos como média * erro padrao.

3.10. Andlise estatistica

Apds a contabilizacdo dos fatores avaliados em cada teste comportamental e nas
subsequentes analises dos niveis de mercurio, parametros de estresse oxidativo e
analises imunohistoquimicas, estes foram inseridos no software GraphPad Prism 7.0 e a
distribuicdo dos dados testada pelo método de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade. Em seguida foi utilizado o teste t-Student para andlise dos dados do teste
comportamental open field, quantificacdo de MeHg, de bioquimica oxidativa (LPO, Nitrito
e ACAP), de contagem de células (Neu-N, Iba-1, células de Purkinje). Para a analise dos
dados de fracdo de area, foi utilizado o teste de Mann-Whitney devido os dados serem
representados por percentuais, considerado um valor significativo de p<0,05. O perfil

protedmico foi analisado pelo software ProteinLynx Global SERVER™ (PLGS), e foram
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consideradas subrreguladas proteinas com p<0,05 e superreguladas proteinas com p<
0,95, o teste utilizado foi o teste exato de Fisher com correcdo por Bonferroni. Os
resultados avindos do teste comportamental do rotarod, foram analisados pelo teste
ANOVA dois fatores com pés-teste de Tukey. Tal teste foi escolhido para a comparacao

de duas variaveis, nimero de quedas e rota¢des por minuto.

Os dados com distribuicdo normal foram expressos no corpo do texto e através de
gréficos utilizando a média acompanhada do erro padrao da média (média * erro padréo
da média). Os dados com distribuico anormal foram expressos utilizando a mediana

acompanhada do desvio interquartilico.
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RESULTADOS

4.1. Quantificacdo mercurial

O grupo MeHg apresentou um aumento nos niveis de Hg em relacdo ao grupo

controle, como demostrado na figura 4.
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Figura 4 - Efeitos da exposi¢do crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, nos niveis de
mercurio no cerebelo de ratos Wistar. Resultados expressos com média + erro padrdo. *p< 0,0001
comparado ao grupo controle (Teste t de student).

4.2. Avaliacao das atividades motoras

O grupo MeHg no teste open field apresentou uma diminui¢cdo da exploracao
espontanea em relacdo ao grupo controle, como demostrado na figura 5A. Essa
diminuicdo de exploragdo ocorreu tanto na exploragdo horizontal (t=2.694; df=18;
p=0,01) quanto no numero de rearings (t=2.954; df=18; p<0,01) demonstrado na figura
5B.
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Figura 5 - Efeitos da exposi¢cdo cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, na exploracao
horizontal espontanea (A) e nimero de rearings (B) de ratos Wistar. Resultados expressos com média

* erro padrdo. *p= 0,01 comparado ao grupo controle (Teste t de student).
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Essa diferenca em relagcdo ao controle também foi encontrada no teste de
exploracéo forcada (Rotarod), onde o numero de quedas dos animais MeHg foi maior
guando comparado com 0s animais controle nas rotacdes de 20, 25 e 28 rpm (t=2.429;
df=19; p=0,02).
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Figura 6 - Efeitos da exposi¢éo cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, no numero de
quedas durante a deambulacdo forcada de ratos Wistar nas rotagbes de 20, 25, 28 e 37RPMs.
Resultados expressos com média + erro padrdo. *p< 0,0001; F (4,71) = 11,44 comparado ao grupo

controle (teste ANOVA dois fatores com pés-teste de Tukey).
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4.3. Avaliacdo bioquimica

Na avaliacdo da bioquimica oxidativa ocorreu diminuicdo da capacidade
antioxidante contra radicais peroxil no grupo MeHg em relacdo aos animais do grupo
controle (t=6.376; df=16; p<0,0001), demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Efeitos da exposicdo crénica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias mostrando
diminuicdo da capacidade antioxidante contra radicais peroxil de ratos Wistar. Resultados expressos
em porcentagens da diferenga da area da unidade de fluorescéncia das curvas geradas da mesma

amostra com e sem ABAP com média * erro padrédo. *p< 0,0001 comparado ao grupo controle (Teste

t de student).

Ocorreu também um aumento nos niveis de nitrito no grupo MeHg em relacao

ao controle (t=5.157; df=14; p=0,0001), demostrado na figura 8.
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Figura 8 - Efeitos da exposicdo crénica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, aumentando nos
niveis de nitrito de ratos Wistar. Resultados expressos em porcentagem de microM por micrograma de

proteina com média + erro padrdo. *p= 0,0001 comparado ao grupo controle (Teste t de student).

Foi encontrado um aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica (LPO) em

relacdo ao grupo controle (t=6.453; df=16; p<0,0001), apresentado na figura 9.
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Figura 9 - Efeitos da exposicao cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, aumento nos niveis
de MDA de ratos Wistar. Resultados expressos em porcentagem de nanoM por micrograma de proteina
com média + erro padrdo. *p< 0,0001 comparado ao grupo controle (Teste t de Student).
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4.4. Avaliacao do perfil protedmico
4.4.1. Proteinas exclusivas e ausentes no grupo MeHg

Esse modelo de exposicao revelou um total de 311 proteinas expressas apenas
no grupo MeHg e 436 proteinas expressas apenas no grupo controle (tabela 1). Além
disso, demostrou uma subexpressdao de 115 proteinas no grupo MeHg quando
comparado ao grupo controle e apresentou uma superexpressao de 358 proteinas no
grupo MeHg quando comparado com o grupo controle (tabela 2).

Tabela 1 - As proteinas identificadas estdo organizadas em ordem alfabética. As proteinas identificadas

unicamente no grupo MeHg (+) e ausentes no grupo MeHg (-), expressao proteica em comparagao ao
grupo controle. A identificacéo foi feita pela base de dados UniProt.

“NUmero de

ACEsso” Descrigéo das proteinas PLGS Score  MeHg
Q5XIB3 [Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase-like protein 1 122,37 =
[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase
Q64536 isozyme 2, mitochondrial 315,76 -
[Pyruvate dehydrogenase [acetyl-transferring]]-
088484 phosphatase 2, mitochondrial 70,18 -
MORS8T2 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase 57,13 -
D4AC45 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 134,1 +
Q5MYW?7 2 ' -5 "' oligoadenylate synthetase 1H 51,67 +
Q63569 26S proteasome regulatory subunit 6A 76,57 -
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta,
AOAOAOMXW1 mitochondrial 102,39 +
P62909 40S ribosomal protein S3 61,71 +
D3ZJT4 60S acidic ribosomal protein PO 62,81 -
P02401 60S acidic ribosomal protein P2 721,43 -
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2, 6-biphosphatase 3
A7UAK3 splice variant 58,33 +
035552 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3 58,33 +
Q6AYP7 7-methylguanosine phosphate-specific 5'-nucleotidase 90,38 -
D37zQ1 Abnormal spindle microtubule assembly 57,59 +
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family
F7EL36 member A 191,56 -
AOA0G2JVI5 Actin filament-associated protein 1 59,87 +
Q99pPD4 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A 70,91 -
088656 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B 120,69 -
P85970 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 181,61 -
F1LSP2 Acyl-CoA dehydrogenase family, member 10 138,5 -
D3ZSE3 Acyl-CoA thioesterase 6 88,41 +
Q6SKG1 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3, mitochondrial 94,07 -
Q9QyL8 Acyl-protein thioesterase 2 188,35 -
MOR5PS8 ADAM metallopeptidase domain 22 64,42 +
P69682 Adaptin ear-binding coat-associated protein 1 165,03 +
G3V649 Adenosine deaminase, RNA-specific, B1, isoform CRA_d 77,18 +
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Q9WUSO Adenylate kinase 4, mitochondrial 32

088923 Adhesion G protein-coupled receptor L2 4

~
N
[

Q8CG45 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2 197,45 -

POC6CO A-kinase anchor protein SPHKAP 74,17 -

ADH1_YEAST  Alcohol dehydrogenase 1 235,89 -

P13601 Aldehyde dehydrogenase, cytosolic 1 66,39 +

P07943 Aldose reductase 123,65 -

G3Voal1 Alpha-1-inhibitor II1 111,22 -

G3Vv9z3 Amine oxidase 80,47 -

F1LR26 Amino acid transporter 50,96 +

Q6PTTO Aminoacylase-1B 101,04 -

D3ZUB7 Anaphase promoting complex subunit 4, isoform CRA_a 97,41 -

Q5U312 Ankycorbin 54,88 +

ADA0G2K2BS  Ankyrin-3 121,56 -

Q07936 Annexin A2 164,9 -

Q32Q06 AP-1 complex subunit mu-1 179,2 -

F1LQ70 Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-type 92,71 +

BOBNS83 Armadillo repeat-containin rotein 1 145,71 -

P50430 Arylsulfatase B 101,07 +

Q5XIH1 Asporin

(]

N

~
'

B3DMA1 Ataxin 2-like

S
n
(o))
+

D3ZAF6 ATP synthase subunit f, mitochondrial 682,75 +

ATP-binding cassette sub-family B member 6,
070595 mitochondrial 103,6 -
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MOR7Y5 ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 14

ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 3-
Q4KMO08 like 1 58,95 +

Q5U216 ATP-dependent RNA helicase DDX39A 262,86 -

D3ZT64 Autophagy-related 22 46,25 +

F1LUF8 Basonuclin 1 59,85

Q925D2 BCL2-interacting killer 206,68 +

Q641X3 Beta-hexosaminidase subunit alpha 90,41 -

D3ZH27 Bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase [asymmetrical]-like 131,93 +

AOAOG2KOE5 Brain-enriched guanylate kinase-associated protein 73,71 +

AOAO0G2K7Z8 Cadherin 26 51,87

F1LWT1 Calcium-dependent secretion activator 2 78,28 -

cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory
P09456 subunit 99,55 -

G3V7G2 Carboxylic ester hydrolase 76,89 -

Q90QX80 CArG-binding factor A 110,78 -

P19139 Casein kinase II subunit alpha 125,66 -

Q1M168 Caytaxin 579,47 -

QST CBY cannabinoid receptor-interacting protein 1 usss -

035112 CD166 antigen 102,17 -

CDCA42 effector protein (Rho GTPase binding) 4
B1WC33 Predicted), isoform CRA_a

AOAO0G2K7S1 Cell division cycle 14B 65,42 -

F1LPD3 Centrosomal protein 350 84,73 +

BOBMY5 Chchd5 protein 142,3 -
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Q01134 Choline kinase alpha

wms Cwomeboxs mwm

B5DEG7 Chromosome alignment maintainin hosphoprotein 1

F1M6Q2 Ciliary rootlet coiled-coil, rootletin

Cleavage and polyadenylation specific factor 1, 160kDa
Predicted), isoform CRA_a

D4AOH5

Q99M76 Cohesin subunit SA-3 84,96 -

D3ZBB5 Coiled-coil domain-containing 14

P18395 Cold shock domain-containin rotein E1

Q3MIE7 COMM domain containing 9, isoform CRA_a

Q971T4 Connector enhancer of kinase suppressor of ras 2

w
o
'

D3ZWR4 Copine VII (Predicted), isoform CRA_b

Q5BJS7 Copine-9

Q02874 Core histone macro-H2A.1 79,61 +

Q972F5 C-terminal-bindin rotein 1 192,3 -

P97536 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 46,11 +

P10715 Cytochrome c, testis-specific

Q9QXxuU8 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 88,51 -

AOAO0G2JUK6 D-amino-acid oxidase

D4A7Q5 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 (Predicted

laniline monooxygenase [N-oxide-formin

055096 Dipeptidyl peptidase 3 81,09 -

G3V616 Divalent cation tolerant protein CUTA, isoform CRA_b 205,04 -

G3V681 DNA helicase 94 -



054747 DNA polymerase delta catalytic subunit

BOBNAS Dockin rotein 4 79,02 +

P55266 Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase

Q569A7 DPH5 homolog (S. cerevisiae

ADA0G2K4H4  Dynein assembly factor 3, axonemal

e ystrophin o ms .

AOAOG2K6R8 EH domain-bindin rotein 1-like 1 5

w
L
+

B5DF91 ELAV-like protein 1 79,38 +

009032 ELAV-like protein 4 104,08 +

Q68FR6 Elongation factor 1-gamma 122,82 -

Q499U2 Engulfment and cell motility protein 3 157,78 +

P54759 Ephrin type-A receptor 7

D
N
~
+

AOA0G2K140 ERC protein 2

AOAOG2K774 Ermin 128,86 -

B5DENS Eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2

Q04931 FACT complex subunit SSRP1

AOA0G2QC58 Family with sequence similarity 117, member A

i i i i 91,8 +

MOR501 Family with sequence similarity 83, member C

FILME1 Fc receptor-like 6

P02793 Ferritin light chain 1 149,7 -

G3Vv633 FMS-like tyrosine kinase 1, isoform CRA_a 79,48 +

D37Y28 Forkhead box K2 84,28 +

Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing
B2RYW9 rotein 2 211,44 -

aPac  FUSRNAbindingprotein  ma

ADA0G2K2S8  FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 4 53,44 +
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P38552 Galectin-4 98,35

D3ZVRO Gamma-tubulin complex component

P04634 Gastric triacylglycerol lipase 97,14 -

Q51287 Germ cell-less homolog 1 (Drosophila), isoform CRA_a

B5DEZ6 Glucosamine-6-phosphate isomerase 144,76 -

Q63226 Glutamate receptor ionotropic, delta-2 57,99 +

G3V8H3 Glutathione S-transferase 42,89 +

Q6AXR6 Glutathione S-transferase omega 1, isoform CRA_b 302,49 -

AOAOG2JTYS Glutathione S-transferase omega-2 187,29 -

AOA0G2JZV9 Glutathione S-transferase theta-2-like

A0A0G2K0Z7  Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial 91,86 +

Q510G4 Glycine--tRNA ligase 69,98 -

Q4V7C6 GMP synthase [glutamine-hydrolyzin 180,2 -

AOA0G2JWG6 Golgin B1 47,2

D4AB19 Growth arrest-specific 2-like 3 103,42

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing
Q6Q186 rotein 2 91,79 +

D3ZVM5 Heat shock protein family A (Hsp70) member 12B

Q925G1 Hepatoma-derived growth factor-related protein 2

Q90x81 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B

AOAO0G2IST6 Hexokinase 3, isoform CRA_a

P62749 Hippocalcin-like protein 1 332,15 -




P06349 Histone H1t

088801 Homer protein homolog 2 2

(e}
u
1

Q63692 Hsp90 co-chaperone Cdc37 80,59 -

F1M147 HYLS1, centriolar and ciliogenesis-associated 106,46 +

D4A8SN6 Hypothetical protein LOC690422 61,53 -

P20759 I amma-1 chain C region 150,38 -

F1IM5M3 Inactive serine/threonine-protein kinase TEX14 87,74 -

D3ZN51 Integrin subunit alpha 9 61,71 +

MOR9Z5 Interferon regulatory factor 2-bindin rotein 2 106,96 -

D4A1F4 Intracisternal A particle-promoted polypeptide 59,72 +

AOAOG2JUF6 Isocitrate dehydrogenase [NADP 140,9 -

D4A1C2 Junction adhesion molecule-like 77,59 +

MOR439 Kelch domain-containing 7A

(o]
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AOAO0G2JUR6 Keratin 78 124,72

AOAOG2JUUS  Keratin 83 124,72

A7M777 Keratin 85 124,72 -

Q6IFU7 Keratin, type I cytoskeletal 42 116,99 +

AOA0G2JWX4  Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 65,91 -

AOA0G2K1K9 Keratin, type II cytoskeletal 5 140,2 +

Q61G12 Keratin, type II cytoskeletal 7 124,72 -

AOA0G2JXH6 Keratin, type II cytoskeletal 73 65,91 -

Q10758 Keratin, type II cytoskeletal 8 124,72 -

F1IM4A4 Kinesin family member 1A 88,58 +
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D4A8G1 Kinesin-like protein

Q6P7Q4 Lactoylglutathione lyase 330,78 -

G3vsL3 Lamin A, isoform CRA_b

F1MAA7 Laminin subunit gamma 1 4

IS
W
+

F7ESR8 Leucine-rich repeat LGI family, member 2 106,95 -

Q499P2 Leukotriene A(4) hydrolase 60,71 +

AOA140TAC7 L-gulonolactone oxidase 46,89 +

QsNXz  Lomctatedehvdrogenasa  ugs .

HIN9H4 L-lactate dehydrogenase C chain 146,25 -

Q66H93 LOC100125386 protein 687,95 -

AOA0G2JTH9 LRRGT00097 71,62 +

QeqQlll LRRGT00197 72,61 -

QOVGK4 Lysophospholipase D GDPD1 149,39 -

F1M3X5 Maestro heat-like repeat family member 6 108,56 +

AOAOG2KAC6 Malic enzyme 198,85 -

AOAO0G2JTL4 Mast/stem cell growth factor receptor 79,48 +

D37242 Matrix metallopeptidase 21 65,37 +

AOA0G2JW88  Microtubule-associated protein 88,61 -

D3ZAP3 Microtubule-associated protein 10 57,13 +

Q5XIT1 Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 495,21 -

ADA096MJG9  Midasin AAA ATPase 1 79,3 -

Q4KM98 Mitochondrial fission factor 156,49 -



AOAOG2K5L2 Mitochondrial glutamate carrier 1-like 226,32 -

G3V6Z9 Mitochondrial transcription termination factor 1 54,3

Q972A6 Mitogen-activated protein kinase 15 77,78 +

D3ZG83 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 56,04 +

D379C8 M-phase phosphoprotein 9 36,17 +

B2GV99 Myl6 protein 331,08 -

AOA0G2JWE1 Myosin light polypeptide 6 331,08 -

G3V6P7 Myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle 62,39 -

N-acyl-phosphatidylethanolamine-hydrolyzing
Q769K2 hospholipase D 103,77 -

NADH dehydrogenase (Ubiquinone) 1 beta subcomplex,
D4A7L4 11 (Predicted 322,37 -

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex
B2RYS8 subunit 8, mitochondrial 402,47 +

F1LSM5 Nck-associated protein 1 89,75 +

AOA0G2JWS2  Nebulette 89,5 +

P12389 Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-2 179,19 -

AO0A0G2JW27 Neuronal cell adhesion molecule 62,01 -

Q62718 Neurotrimin 98,16 -

D4A1)7 Ninein 47,37 -

F1M575 Nuclear GTPase, germinal center-associated 82,15 -

AOAO0G2KOVS Nuclear migration protein nudC-like

G3V662 Nuclear pore complex protein Nup153

Q6AYD9 Nucleoside diphosphate-linked moiety X motif 19

D4A4R3 NUT family member 2F 68,33 +
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Q4R180 Origin recognition complex subunit 3 114,87 -

Q32PZ0 PAK1l-interactin rotein 1 52,12 -

Q9JLN4 Peptidoglycan recognition protein 1

Vo]
o
+

D3ZSF3 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

oCs  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4  ssas -

F6QBA3 Perilipin 84,95 +

G3V839 Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, beta polypeptide 47,79 +

P53812 Phosphatidylinositol transfer protein beta isoform 109,07 -

F1LMQ4 Phospholipase A2, group IVC 58,86 +

AOA0G2K931 Phosphoserine aminotransferase 128,81 +

Q6AYN4 Phytanoyl-CoA hydroxylase-interactin rotein-like 163,58 +

MORDK4 PITPNM family member 3 87,17 -

P20786 Platelet-derived growth factor receptor alpha 54,68 +

D3ZUWO Pleckstrin and Sec7 domain-containing 3 46,91 -

D4A959 Pleckstrin homology domain-containing M3 59,16 +

D3ZV46 Pogo transposable element-derived with KRAB domain

G3VINO Polyadenylate-bindin rotein 61,38 -

D3ZGN4 Potassium channel tetramerization domain-containing 20 86,97 +

G3V6U5 POU domain protein

P56222 POU domain, class 3, transcription factor 2 85,78 -

P62516 POU domain, class 3, transcription factor 4 85,78 -

P48679 Prelamin-A/C

ADA0G2K1S0  Pre-mRNA-splicing factor SLU7 121,86 -
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Q9EPC6 Profilin-2 317,61 -

P83868 Prostaglandin E synthase 3 215,45 -

P18420 Proteasome subunit alpha type-1 211,66 -

AOA0G2JSZ5 Protein disulfide-isomerase A6

F1LQV9 Protein lin-7Z homolog A

Q6JE36 Protein NDRG1

P23606 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K

AOA0G2KOU8  Pseudouridylate synthase 10

F7EPH4 Pyrophosphatase (inorganic) 1

F1LPB9 Rabphilin-32 73,69 -

Q62796 RalA-bindin rotein 1 136,3 -

D4A634 RAN-bindin rotein 6 59,82 +

F1M386 Ra uanine nucleotide exchange factor 2 29,03 +

RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 1 (Predicted),
F1IM7Y3 isoform CRA_b 72,42 +

D3ZTA4 RCG26849, isoform CRA_a 105,51 -

G3V6B7 RCG35022, isoform CRA_b 60,14 +

AOA0G2JSL7 RCG39005 70,18 -

MOR9Q1 RCG48334, isoform CRA_e 84,26 -

AOA0G2K6B2 RCG60109 69,13 -

QOZFS8 RCG61099, isoform CRA_c 506,96 +

G3V783 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2 54,32 -

G3V6G4 Recoverin 139,75 -




AOA0G2K326  Regulator of G-protein signaling 12, isoform CRA_b 47,46 +

P49803 Regulator of G-protein signaling 7 47,68 +

B2RYG3 RGD1565149 protein 93,76 -

D3ZDI5 Rho GTPase-activatin rotein 12 54,79 +

Q6MFZ6 Ribonuclease P 21 subunit (Human), isoform CRA_c 121,55 +

Q68FQ7 RNA polymerase II-associated protein 3 70,76 -

AOA0G2JZA1 Roundabout guidance receptor 2 158,14 +

D37ZW66 RUN and TBC1 domain containing 1 (Predicted 48,38 +

B5DFD3 Schip1 protein 111,56 -

FIM7L6 Secretogranin III, isoform CRA_a 110,34 -

AOAOU1RRQ5 Septin 6 88,51 -

Q6TXG7 Serine hydroxymethyltransferase 54,57 +

Q62726 Serine/threonine-protein kinase ICK 102,51 +

D3ZHP7 Serine/threonine-protein kinase ULK3 76,42 -

F1MAA9 Serpin family B member 3 64,62 -

MORB44 Shroom family member 1 65,74 -

F1M7K9 Similar to elongation protein 4 homolo 79,15 -

D37V82 Similar to guanylate-bindin rotein family, member 6 238,06 +

F1LYZ6 Small nuclear RNA-activating complex, polypeptide 4 57,96 -

F1LNP4 Solute carrier family 12 member 5 70,24 +

Q4PJT6 Spermatogenesis-associated protein 24 97,24 -

AOAOG2KAH6  SRSF protein kinase 3 119,66 +

D4A769 Sterile alpha motif domain-containing 4B 47,58 +
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F1MAD9 Structural maintenance of chromosomes protein 62,08 -

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
P21913 subunit, mitochondrial 128,2 +

Q02563 Synaptic vesicle glycoprotein 2A 45,74 +

P32851 Syntaxin-12 96,17 -

Target of myb1l-like 2 (Chicken) (Predicted), isoform
D4A6C9 CRA_a 598,87 -

Q66HA4 Tax1l-bindin rotein 1 homolo 47,71 -

Q4V8GS8 Tektin-3 75,96 -

Q6AY87 THO complex subunit 6 homolo 83,45 +

Q5X117 Threonyl-tRNA synthetase-like 2 43,47 +

Q9EPI8 Transcription termination factor 1, mitochondrial 3

(%
H
+

Transient receptor potential cation channel subfamily M
Q925B3 member 7 58,74

+

AOAO0G2K1P8  TRIO and F-actin-bindin rotein 70,93 -

AOAO0G2JXN2 Tripartite motif-containin rotein 46 80,28 -

Q4R1A4 TRK-fused gene protein 97,43 -

Q6IE07 Trypsin X5 116,18 -

Q5U2Y6 Tuftelin-interactin rotein 11 46,04 +

Q5RJR2 Twinfilin-1 99,18 +

A7M776 Type II keratin 23 124,72 -

D4A7W7 Tyrosine-protein kinase 82,03 -

P41499 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11

S
N
~N
+

D4AA63 Ubiquilin 2 145,55 -
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AODAO0G2K8A5  Ubiquitin-activating enzyme, Chr Y 45,14 +

AOA0G2JU07 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 878,31 -

AOA0G2JSJ2 UMP-CMP kinase

008775 Vascular endothelial growth factor receptor 2 61,92 +

MOR3N4 Vesicle amine transport 1-like 554,76 -

Q8VHW7 Voltage-dependent calcium channel gamma-6 subunit 90,03 -

D3ZMM2 WD repeat domain 90

G3Vv817 X-ray repair cross-complementin rotein 5 69,21 +

FILTU5 Zinc finger CCCH type containing 6 (Predicted

F7FQD8 Zinc finger protein 133 51,48 -

MORATS Zinc finger protein 560 101,46 -
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4.4.2. Proteinas super e subexpressas no grupo MeHg

Tabela 2 - As proteinas identificadas estéo organizadas em ordem alfabética. A diferenga da expresséo
€ identificada por valores positivos nas proteinas superexpressas e valores negativos em proteinas
subexpressas (), expressa proteica em comparagdo ao grupo controle. A identificacdo foi feita pela
base de dados UniProt.

a N
NAumero”de Descrigédo das proteinas PLGS Score MeHg
cesso
P26772 10 kDa heat shock protein, mitochondrial 2966,42 -0,951229424

P62260 14-3-3 protein épsilon 6626,1 -0,970445534

P61983 14-3-3 protein gamma 6503,99 -0,980198674

P13233 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 6549,27 1,993715528

P50554 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial 1432,27 1,197217372

P19944 60S acidic ribosomal protein P1 1399,13 1,083287066

Q9ER34 Aconitate hydratase, mitochondrial 3871,57 1,127496849

P68136 Actin, alpha skeletal muscle 11864,46 1,127496849

D3ZRN3 Actin, beta-like 2 4924,71  1,11627807

P63259 Actin, cytoplasmic 2 27340,94 1,138828378

Q4v7C7 Actin-related protein 3 686,16  1,16183425

A0A0G2JSM7 Adducin 1 (Alpha), isoform CRA_b 305,73 1,051271097

Q05962 ADP/ATP translocase 1 1755,83 2,033991215

P84082 ADP-ribosylation factor 2 658,27 -0,93239382

Q63910 Alpha globin 1402,56 -0,548811623

Q63028 Alpha-adducin 305,73 1,051271097

P54921 Alpha-soluble NSF attachment protein 482,27  1,10517092

G3V846 Amino acid transporter 274,62 1,138828378

AOAOG2K3U1 AMP deaminase 77,7 1,173510867

008838 Amphiphysin 250,58 -0,826959136
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AOAOH2UHB7 Anion exchange protein 117,88 1,221402762

F1LMA42 Ankyrin 2 108,67 1,197217372

P48037 Annexin A6 124,58 1,233678052

P52303 AP-1 complex subunit beta-1 139,11  1,11627807

P62944 AP-2 complex subunit beta 285,77 1,127496849

P13221 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 5532 1,083287066

Q5U318 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 375,78 -0,869358235

G3Vv6D3 ATP synthase subunit beta 18119,85 -0,980198674

P31399 ATP synthase subunit d, mitochondrial 3831,18 1,094174288

35031 ATP eynthase subunlt delta, mitochondrial 3001 0sousa

Q6PDU7 ATP synthase subunit mitochondrial 1005,94 1,233678052

P35435 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial 489,83 -0,852143792

D4A133 ATPase H+-transporting V1 subunit A 2523,99  1,02020134

AOA0G2K9J2 ATPase H+-transporting V1 subunit H 168,72 -0,818730751

P47858 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type 551,83 1,127496849

D4ACZ4 Band 4.1-like protein 1 84,92 1,568312167

035567 Bifunctional purine biosynthesis protein PURH 83,83 1,462284582

P55068 Brevican core protein 313,71 1,209249595

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II,

G3V9G3 beta, isoform CRA_a 1207,97 1,390968147

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type
P11275 II subunit alpha 521,49 1,390968147

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type
P15791 II subunit delta 571,53 1,296930074
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AOAOG2K9Q6 Calcium-transporting ATPase 85,9 1,404947596

D4ABV5 Calmodulin-2 5453,02 1,051271097

P18418 Calreticulin 759,09 -0,913931182

AOA0G2K7B9 Carbonic anhydrase 8 1490,29 1,377127754

BOK020 CDGSH iron-sulfur domain-containin rotein 1 984,45 1,138828378

Chaperonin subunit 8 (Theta) (Predicted), isoform
D4ACBS CRA_a 208,16  1,11627807

Q8VHF5 Citrate synthase, mitochondrial 2516,38 1,462284582

F1M779 Clathrin heavy chain 1094,54  1,69893226

AOA0G2JYW3 Clathrin light chain 360,11 -0,810584251

MORC65 Cofilin 2 2562,94 1,051271097

P63041 Complexin-1 425,37 1,1502738

Q63198 Contactin-1 130,65 1,665291179

P25809 Creatine kinase U-type, mitochondrial 1483,88  1,16183425

Q68FY0 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial 977,02 1,173510867

D3ZD09 Cytochrome c oxidase subunit 2962,23 1,094174288

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1,
P10888 mitochondrial 791,94 1,973877746

P10818 Cytochrome c oxidase subunit 6A1, mitochondrial 2260,59  1,11627807

P35171 Cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial 496,15 1,584073998

D3ZFQ8 Cytochrome c-1 1044,59 1,803988368

QeaoNi  Cytosolic nom-specific dipeptidase 2619 007576316

A0A096MJWS DEAD-box helicase 17 64,46 1,296930074

Q6P725 Desmin 219,1 -0,039955057



Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex,
P08461 mitochondrial 1005,88 1,02020134

P47942 Dihydropyrimidinase-related protein 2 13176,8 1,040810773

Q9JHUO Dihydropyrimidinase-related protein 5 184,78 -0,860707971

Q62936 Disks large homolog 3 361,31 -0,677056884

P21575 Dynamin-1 2040,38 1,030454533

P63170 Dynein light chain 1, cytoplasmic 377,02 -0,65050909

Q78P75 Dynein light chain 2, cytoplasmic 776,91 1,083287066

QoJ166 Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 1 117,88 1,233678052

MOR757 Elongation factor 1-alpha 4142,24 1,030454533

P05197 Elongation factor 2 171,72  1,309964465

035179 Endophilin-A1 1194,53 -0,96078944

088752 Epsilon 1 globin 1635,83 -0,733446954

Q9JMB3 Erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 205,12 1,072508182

P24942 Excitatory amino acid transporter 1 274,62 1,138828378

035921 Excitatory amino acid transporter 4 114,54 1,377127754

P12785 Fatty acid synthase 97,26 1,209249595

AO0A0G2K3Q6 Fructose-bisphosphate aldolase 11655,69 1,138828378

P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 11807,5 1,127496849

P14408 Fumarate hydratase, mitochondrial 541,43 1,083287066

D4AA42 G protein subunit alpha transducin 2 254,16 2,203396474

Q62669 Globin a1l 3701,6 -0,657046828

A0A0G2JSV6  Globin c2 47473,69 -0,657046828
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Q6P6V0 Glucose-6-phosphate isomerase 855 1,896480852

P10860 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 1390,55 1,040810773

P09606 Glutamine synthetase 4448,81 1,127496849

P04906 Glutathione S-transferase P 1850,04 1,185304853

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, testis-
Q9ESV6 specific 1881,14 1,072508182

P53534 Glycogen phosphorylase, brain form 535,47 1,221402762

roseti Glycogen phosphorylass, iiver form is70 sgmsoesss

PYGM_RABIT Glycogen phosphorylase, muscle form 163,15 1,1502738

GTP-binding nuclear protein Ran, testis-specific
Q8K586 isoform 714,3 -0,860707971

Q63942 GTP-bindin rotein Rab-3D 1030,36 1,127496849

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit
P10824 alpha-1 254,16 2,181472203

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T)

P54311 subunit beta-1 3115,65 1,127496849

Guanine nucleotide-binding protein G(I1)/G(S)/G(T)

P52287 subunit beta-3 718,79  1,11627807

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit
P59215 alpha 1307,52 2,013752683

Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit

P82471 alpha 123,73 1,377127754

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit
Q63803 alpha isoforms XLas 267,44 2,293318702

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-
Q63210 12 290,1 2,095935534

035353 Guanine nucleotide-bindin rotein subunit beta-4 2021,3  1,16183425

MO0 Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma 31948 2075080647

F1LRV4 Heat shock 70 kDa protein 4 279,24 1,051271097
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MOR8M9 Heat shock cognate 71 kDa protein 7027,26 -0,980198674

Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial 1871,19 1,083287066

P14659 Heat shock-related 70 kDa protein 2 2012,64  1,02020134

P02091 Hemoglobin subunit beta-1 17958,63 -0,733446954

AOA0G2JTW9 Hemoglobin, beta adult major chain 3864,35 -0,65050909

D4A6A2 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 885,75 -0,895834136

Q499R8 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 114,7 -0,63128364

P61980 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 2471,19 -0,970445534

A7VIC2 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 2658,55 -0,93239382

P62959 Histidine triad nucleotide-bindin rotein 1 2215,85 -0,923116348

MOR6X5 Histone H2A 299,21 -0,941764535

POC169 Histone H2A type 1-C 24276,28 1,072508182

Q64598 Histone H2A type 1-F 24276,28 1,072508182

Q4FZT6 Histone H2A type 3 24276,28 1,072508182

ASUMV8 Histone H2A.] 24276,28 1,072508182

Q00715 Histone H2B type 1 9088,86  1,16183425

D37J08 Histone H3 379,61 1,127496849

P84245 Histone H3.3 1855,25 1,221402762

D4A7Q7 Hormonally upregulated Neu-associated kinase 87,55 -0,670320042

P20761 I amma-2B chain C region 113,18 -0,440431658

20594 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 1ss3 1issi0asss

P29995 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2 76,22 1,377127754

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit,
FILNF7 mitochondrial 1460,86 1,051271097



55

D37X13 Kinesin family member 20B 76,72 1,537257535

Q99MZ8 LIM and SH3 domain protein 1 255,88 1,377127754

P42123 L-lactate dehydrogenase B chain 9037,47 1,127496849

P30904 Macrophage migration inhibitory factor 4629,79 1,094174288

P04636 Malate dehydrogenase, mitochondrial 15278,14  1,10517092

F1LU71 Methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial 88,7 1,16183425

Q3KR86 MICOS complex subunit Mic60 857,65 1,072508182

G3V7U2 Microtubule-associated protein 1 A, isoform CRA_c 167,64 -0,913931182

P15205 Microtubule-associated protein 1B 103,23 -0,895834136

Q63560 Microtubule-associated protein 6 211,51 -0,818730751

AOA0G2K7P7 Mitochondrial carrier 2 270 1,233678052

P21708 Mitogen-activated protein kinase 3 165 1,185304853

P02688 Myelin basic protein 15864,71  1,10517092

P07722 Myelin-associated glycoprotein 157,55 -0,726149042

Myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle, isoform
G3VIY1l CRA_b 84,5 1,665291179

FILMW?7 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 186,8 -0,878095435

Q5RJQ4 NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2 402,36 1,1502738

Q5RINO NADH dehydrogenase (Ubiquinone) Fe-S protein 7 896,05 1,616074385

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
Q5BK63 subcomplex subunit 9, mitochondrial 229,1 1,221402762

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2,
P19234 mitochondrial 1218,32 -0,941764535
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NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit,

Q66HF1 mitochondrial 512,23  1,11627807

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein, isoform
F1LQ81 CRA_b 924,67 1,246076729

035095 Neurochondrin 224,82 1,185304853

P97685 Neurofascin 142,87 1,233678052

P19527 Neurofilament light polypeptide 4078,26 1,061836545

P97686 Neuronal cell adhesion molecule 62,01 -0,763379486

Q5BJZ3 Nicotinamide nucleotide transhydrogenase 78,59 -0,802518799

N-myc downstream regulated gene 2, isoform
AOA0G2JSU4 CRA_Db 1916,64 1,040810773

Q05982 Nucleoside diphosphate kinase A 1511,66 -0,951229424

D3zQD3 Oxoglutarate dehydrogenase-like 66,12  1,50681778

P02625 Parvalbumin alpha 9318,62 -0,904837417

AOAO0G2K1PO Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 5751,45 1,072508182

G3V7I10 Peroxiredoxin 3 1026,35 -0,869358235

Q63716 Peroxiredoxin-1 1231,74 1,173510867

P16036 Phosphate carrier protein, mitochondrial 641,74 1,336427477

MOR6Y8 Phosphoglycerate kinase 2869,42 -0,941764535

Q56879 Phytanoyl-CoA hydroxylase-interactin rotein 564,2 1,349858824

Q64568 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 93,4 1,390968147

Q6AYU5S Poly(rC)-bindin rotein 2 94,96 -0,548811623

Q63429 Polyubiquitin-C 9598,47 1,1502738

P54708 Potassium-transporting ATPase alpha chain 2 237,88 1,258600015
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Q5XIH7 Prohibitin-2 361,5 -0,810584251

P18421 Proteasome subunit beta type-1 127,85 -0,516851321

AOAOH2UHMS5 Protein disulfide-isomerase 381,56 -0,895834136

F1LS36 Protein kinase C 96,36 1,377127754

Protein kinase C and casein kinase substrate in
Q970W5 neurons protein 1 262,32 -0,818730751

Q8vBU2 Protein NDRG2 1790,35 1,051271097

P04631 Protein S100-B 17011,17 1,127496849

AOA140TAB9 Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase 2289,29 -0,835270205

D3ZXP8 Purkinje cell protein 2 2775,2  1,10517092

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
D4A5GS alpha 899,95 1,072508182

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
P49432 beta, mitochondrial 2178,18 1,061836545

P12928 Pyruvate kinase PKLR 939,4 1,083287066

P50398 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 5739,67 1,138828378

Q5RKJ9 RAB10, member RAS oncogene famil 1030,36  1,11627807

ADA0G2K235 RAB1A, member RAS oncogene famil 1030,36  1,11627807

AODA0G2)JTT4 RAB30, member RAS oncogene famil 1030,36 2,1382762

D4A0G7 RAB37, member RAS oncogene famil 1030,36 2,117000017

AODA0G2K201 RAB42, member RAS oncogene famil 955,7 2,159766213

P35281 Ras-related protein Rab-10 1030,36  1,11627807

s Rasvelated proteinRab-d2 o0k 2ame

P61107 Ras-related protein Rab-14 1096,06 2,054433269

P10536 Ras-related protein Rab-1B 1030,36 2,159766213
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Q5U316 Ras-related protein Rab-35 1087,7 1,11627807

Q63941 Ras-related protein Rab-3B 1030,36 1,127496849

Q53B90 Ras-related protein Rab-43 1030,36 1,127496849

P51146 Ras-related protein Rab-4B 1030,36 2,159766213

P35280 Ras-related protein Rab-8A 1030,36 1,094174288

AOAOH2UHPS RCG39700, isoform CRA_d 955,7 2,1382762

Q64548 Reticulon-1 203,9 1,309964465

ADAQ96MIX9  Septin 4 317,04 1,309964465

BOBNF1 Septin-8 485,54 1,094174288

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic

P63331 subunit alpha isoform 136,88 1,258600015

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic
P63329 subunit alpha isoform 849,58 1,336427477

AOA0G2JSH5 Serum albumin 2946,59 1,010050167

G3Vv804 Sideroflexin 121,5 1,858928051

Q5EBBO Similar to 14-3-3 protein sigma 3703,13 -0,980198674

AOAOG2K4Q5 Similar to hypothetical protein MGC37914 65,27 3,669296493

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
G3V8s4 alpha 234,6 1,258600015

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
P06686 alpha-2 381,73 4,349235265

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
Q64541 alpha-4 218,91 4,392945765

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
P07340 beta-1 2808,71 2,664456293
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F1LX07 Solute carrier family 25 member 12 551,56 1,390968147

P16086 Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 906,01 1,072508182

Q9QWNS8 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2 98,51 1,336427477

P48721 Stress-70 protein, mitochondrial 369,46 -0,895834136

Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta,
F1LM47 mitochondrial 331,08 1,083287066

G3V733 Synapsin II, isoform CRA_a 1908,81 1,061836545

Q63537 Synapsin-2 1908,81 1,061836545

P07825 Synaptophysin 325,69 2,944679677

P60881 Synaptosomal-associated protein 25 305,14 1,309964465

P21707 Synaptotagmin-1 231,31  1,11627807

P47861 Synaptotagmin-5 65,57 1,648721271

oz symtaxiniB e 1z

P61765 Syntaxin-bindin rotein 1 8799,71 1,377127754

AOA0G2JYZ1  Tau tubulin kinase 2 90 -0,826959136

Q7TPB1 T-complex protein 1 subunit delta 434,17 -0,923116348

Thioredoxin-dependent peroxide reductase,
Q970V6 mitochondrial 1026,35 -0,878095435

P50137 Transketolase 819,11 1,1502738

AOAOH2UHM7 Tubulin alpha chain 13257,26  1,127496849

Q6PSV9 Tubulin alpha-1B chain 19018,51 1,127496849

Q68FR8 Tubulin alpha-3 chain 13238,7 1,138828378

Q6AY56 Tubulin alpha-8 chain 7863,83  1,11627807

P85108 Tubulin beta-2A chain 27779,3  1,11627807
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Q4QRB4

Tubulin beta-3 chain 20141,59 1,138828378

P69897 Tubulin beta-5 chain 28350,87 1,1502738

B2RYG6 Ubiquitin thioesterase OTUB1 208,23 1,246076729

P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 9598,47 1,1502738

D3zvQo Ubiquitinyl hydrolase 1 234,48 1,127496849

Q9QuUL6 Vesicle-fusing ATPase 928,93 1,246076729

Voltage-dependent anion-selective channel protein
Q97210 1 4505,35 1,061836545

Voltage-dependent anion-selective channel protein
Q9R120 3 1638,11 1,209249595

Q5M7T6 V-type proton ATPase subunit 693,56 1,233678052

P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform 888,53 1,030454533
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4.4.3. Gréafico com a distribuicdo funcional das proteinas

Processos Biolégicos - Cerebelo MeHg VS Controle

 Cytoplasmic part = Intr aceliular membrane-bounded organele
» Intr xediular organede part » Cyrosol

= Purner bonucieotice binding = Mitochondrion

u Cytoskeleton = Proten trangport

s Nucieoside-triphosphatase xtvity = Axon

= Neuron deveicpment = Central nervous system deveiopment

= Regulation of apoptotic process = Golgi apparatus

» Perinuclear region of cytoplasm Dendrite

» Purnerbonucieosdetriphosphate metabolic process  « Regulation of kinase activity
» Actin cytoskeleton = Cytopiasmic region

= Vacuole = Excoytic vescle

Figura 10 - Distribuigcdo funcional de proteinas identificadas com diferenca de expresséo no cerebelo
de ratos adultos entre o grupo MeHg e o grupo controle. Categoria de proteinas baseado na ontologia
genética de processos bioldgicos, funcdo molecular e componentes celulares. Significancia (Kappa =
0,4) e distribuicdo de acordo com a porcentagem de genes associados. O numero de acesso das
proteinas provem do UNIPROT. A ontologia dos genes foi avaliada de acordo com o aplicativo ClueGo®
pertencente ao software Cytoscape® 3.4.
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4.4.4. Redes de interacdes proteicas

Uma das redes de interacdo do cerebelo (figura 11) apresentou como proteina
central uma quinase (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit
alpha; P11275), que esta ligada a sinapses excitatorias essa proteina estava
superexpressa no grupo MeHg, essa proteina interage com proteinas de receptores de
NMDA (Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B, Q00960; Glutamate receptor
ionotropic, NMDA 2A, Q00959), além disso proteinas de receptores glutamatérgicos em
células de Purkinje foram encontradas unicamente no grupo MeHg (Glutamate receptor
ionotropic, delta-2, Q63226), uma subexpressdao de proteina fibrilar glial tbm foi

encontrada (Glial fibrillary acidic protein, P47819)
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Figura 11 — Rede de interacao criada no aplicativo ClusterMarker, mostrando interacdes nas proteinas
identificadas no cerebelo de ratos adultos com diferente expresséao do grupo MeHg e o grupo controle.
A coloragéo dos nos indicam a diferenca entre a expresséo das proteinas identificadas pelo numero de
acesso. Vermelho e verde escuro indicam proteinas encontradas apenas no grupo controle e no MeHg
respectivamente, o verde claro e a rosa indicam proteinas super e subexpressas respectivamente. Os
nos cinzas representam proteinas que nao foram identificadas em ambos os grupos porém interagem
com a rede. (VERMELHO: Hippocalcin-like protein 1 P62749; Histone H1t P06349; S-phase kinase-
associated protein 1 Q6PEC4; 26S proteasome regulatory subunit 6A Q63569; Myosin light polypeptide
6 Q64119; Mineralocorticoid receptor P22199; Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A Q99PD4;
Proteasome subunit alpha type-1 P18420; Prostaglandin E synthase 3 P83868; Casein kinase Il subunit
alpha P19139; VERDE: Glutamate receptor ionotropic, delta-2 Q63226; VERDE CLARO:
Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 O88767; Polyubiquitin-C Q63429; Calcium/calmodulin-dependent
protein kinase type Il subunit alpha P11275; Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type I
subunit beta P08413; Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 P11506; Protein kinase C
alpha type P05696; Neurofilament heavy polypeptide P16884; ROSA: Disks large homolog 3 Q62936;
Microtubule-associated protein 2 P15146; Glial fibrillary acidic protein P47819; CINZA: 26S proteasome
regulatory subunit 8 P62198; 26S proteasome regulatory subunit 7 Q63347; 26S proteasome regulatory
subunit 4 P62193; Alpha-actinin-1 Q9Z1P2; Activity-regulated cytoskeleton-associated protein Q63053;
Muscarinic acetylcholine receptor M4 P08485; Muscarinic acetylcholine receptor M3 P08483; Casein
kinase Il subunit beta P67874; Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B Q00960; Glutamate receptor
ionotropic, NMDA 2A Q00959; Disks large homolog 4 P31016; Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit
Q63369; Caveolae-associated protein 2 Q66H98; Protein tyrosine phosphatase, receptor type, T
F1LXJ9; Diacylglycerol kinase zeta O08560; Diacylglycerol kinase Q810C5; Myotubularin related
protein 2 (Predicted), isoform CRA_b D3ZA31; Potassium voltage-gated channel subfamily A member
4 P15385; Ras/Rap GTPase-activating protein SynGAP Q9QUHS6; Glutamate receptor ionotropic,
NMDA 1 P35439; NMDARZ1 glutamate receptor subunit Q62683).
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A segunda rede (figura 12) apresenta como proteina central uma proteina de
microtubulo relacionada com o transporte vesicular (Dynamin-1, P21575),
apresentando interacdo com proteina reguladora de sinapses exitatorias

(Amphiphysin, 008838) e outra proteina de microtubulo (Dynamin-2, P39052).
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Figura 12 - Rede de interacao criada no aplicativo ClusterMarker, mostrando a interacdo nas proteinas
identificadas no cerebelo de ratos adultos com diferente expressao do grupo MeHg e o grupo controle.
A coloragéo dos nos indicam a diferenca entre a expresséo das proteinas identificadas pelo numero de
acesso. Vermelho e verde escuro indicam proteinas encontradas apenas no grupo controle e no MeHg
respectivamente, o verde claro e a rosa indicam proteinas super e subexpressas respectivamente. Os
nos cinzas representam proteinas que nao foram identificadas em ambos os grupos porém interagem
com a rede. (VERDE CLARO: Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 P16086; Synaptojanin-1
Q62910; Dynamin-1 P21575; VERDE ESCURO Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
P41499; Adaptin ear-binding coat-associated protein 1 P69682; ROSA: Endophilin-A2 035964;
Endophilin-A1 035179; Dynamin-2 P39052; Myc box-dependent-interacting protein 1 0O08839;
Amphiphysin 008838; CINZA: Q62910-2; Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 035413;
Vesicular glutamate transporter 1 Q62634; MOB-like protein phocein Q9QYW3; Endophilin-A3 035180;
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha Q63787; Growth factor receptor-bound protein 2
P62994; BDNF/NT-3 growth factors receptor Q63604; Tyrosine-protein kinase JAK2 Q62689; Tyrosine-
protein phosphatase non-receptor type substrate 1 P97710).

008839
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A terceira rede (Figura 13) apresenta uma proteina envolvida na ancoragem de
vesiculas sinapticas como n6 central da rede (Syntaxin-1A, P32851), interagindo com
outra proteina possivelmente envolvida no trafico e fusdo de vesiculas sindpticas
(Rabphilin-3A, P47709) ambas proteinas exclusivas do grupo controle, também ocorre
uma interacdo com proteinas superexpressas envolvidas na regulacéo e liberacédo de
vesiculas sinapticas(Synaptosomal-associated protein 25, P60881; Complexin-1,
P63041).
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Figura 13 - Rede de interacao criada no aplicativo ClusterMarker, mostrando a interagcdo nas proteinas
identificadas no cerebelo de ratos adultos com diferente expressao do grupo MeHg e o grupo controle.
A coloragdo dos nés indicam a diferencga entre a expressao das proteinas identificadas pelo nUmero de
acesso. Vermelho e verde escuro indicam proteinas encontradas apenas no grupo controle e no MeHg
respectivamente, o verde claro e a rosa indicam proteinas super e subexpressas respectivamente. Os
nés cinzas representam proteinas que ndo foram identificadas em ambos os grupos, porém interagem
com a rede. (Vermelho: Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 P85970; Syntaxin-1A P32851;
Rabphilin-3A P47709; VERDE CLARO: V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 P25286;
Alpha-soluble NSF attachment protein P54921; Synaptosomal-associated protein 25 P60881;
Complexin-1 P63041; Syntaxin-binding protein 1 P61765; Tubulin beta-3 chain Q4QRB4;
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 P06686; Excitatory amino acid transporter 2
P31596; Tubulin alpha-4A chain Q5XIF6; Synaptotagmin-1 P21707; Synaptotagmin-2 P29101; CINZA:
Syntaxin-binding protein 5 Q9WU70; Potassium voltage-gated channel subfamily B member 1 P15387;
Syntaxin-12 G3V7P1; Calpain-10 Q9ES66; Vesicle-associated membrane protein 2 P63045; Beta-
soluble NSF attachment protein P85969; Vesicle-associated membrane protein 1 Q63666; PRKCA-
binding protein Q9EP80; Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family A member 2 035431;
Syntaxin-2 P50279; Synapsin-3 0O70441; Coronin-1B 089046; 45 kDa calcium-binding protein
Q917S3-2; Ras-related protein Rab-13 P35286; UV excision repair protein RAD23 homolog B
Q4KMAZ2; Syntaxin-4 Q08850; COP9 signalosome complex subunit 4 Q68FS2; Sodium channel protein
type 2 subunit alpha P04775; Voltage-dependent N-type calcium channel subunit alpha-1B Q02294;
Sodium channel subunit beta-1 Q00954; Serine/threonine-protein kinase WNK1 Q9JIH7; Amyloid-beta
A4 precursor protein-binding family A member 1 035430; Synaptotagmin-4 P50232; Syntaxin-binding
protein 2 Q62753; Vesicle-associated membrane protein 7 Q9JHWS5; Calcium-dependent secretion
activator 1 Q62717).
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4.5. Avaliacao tecidual
4.5.1. Avaliacéao da densidade neuronal

A andlise comparativa entre os grupos estudados indicou uma reducdo na
populacdo de neurbnios de Purkinje na coloragdo em HE dos animais expostos ao
MeHg (5,833 + 0,3157, p<0,0001) em relac&o ao grupo controle (9,267 + 0,5561).

-

-
o
1

(3]
1

0-

Células de Purkinje / Campo

Controle MeHg

Figura 14 - Efeitos da exposicao cronica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em células de
Purkinje no cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa grupo controle e em B grupo
exposto ao MeHg (n =5 animais por grupo). Em C gréfico representando andlise quantitativa de células
de Purkinje em grupos controle e MeHg, setas apontando para células de Purkinje Resultados
expressos com média + erro padrdo. *P<0,0001 comparado ao grupo controle (Teste t de student).
Escala = 100 pm.
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A analise comparativa entre os grupos estudados indicou uma reducao na
populacao de células NeuN positivas dos animais expostos ao MeHg (47,26 + 2,096)

em relacdo ao grupo controle (56,93 + 2,992, p=0,0142).
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Figura 15 - Efeitos da exposi¢ao crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em células
positivas para NeuN em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa grupo controle e
em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C grafico representando andlise
quantitativa de células NeuN+ em grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média * erro
padrdo. *p= 0,0142 comparado ao grupo controle (Teste t de student). Escala = 100 um.
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4.5.2. Avaliacao da resposta microglial e astrocitaria

A exposicdo MeHg induziu aumento na populacdo de microglias no grupo
exposto (0,7925 + 0,09023, p=<0,0001) ao metal pesado, quando comparado ao
grupo controle (0,2577 £+ 0,05356), como analisado a partir da contagem de células
IBA1+ em camada granular. Em adicdo, observamos apresentou aumento dessa
populacdo celular na camada molecular (3,213 + 0,5081, p=0,0021) quando

comparada com o grupo controle (1,437 = 0,1574).
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Figura 16 - Efeitos da exposicao crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em células
positivas para IBA1 em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa grupo controle e em
B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C a quantidade de células positivas para IBA-
1 na camada granular, enquanto D apresenta imunoexpresséo de IBA1 na camada molecular, ambas
em grupo controle e MeHg, setas apontando para células IBA1+ Resultados expressos com média +
erro padrédo. *p > 0,05 comparado ao grupo controle (Teste t de student). Escala = 100 um. Setas
representando as imunomarcacoes.

ApoOs a exposicado cronica MeHg, observou-se reducdo na fracdo de area
ocupada por células GFAP positivas no cerebelo dos animais expostos (15,25+ 1,404,

p=0,0190) em relacdo aos animais ndo expostos (22,35 + 1,836).
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Figura 17 - Efeitos da exposicao crénica ao MeHg (40 pg / kg / dia), durante 60 dias, em células
positivas para GFAP em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa grupo controle e
em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C a fracdo de area marcada por GFAP
em grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média + erro padrdo. *p= 0,0190 comparado
ao grupo controle (Teste de Mann-Whitney). Escala = 100 pm.

4.5.3 Avaliacdo da organizagdo da bainha de mielina e comunicag¢éo sinaptica

Ao avaliar a expressao de proteinas e vesiculas sinapticas no cerebelo de
ratos, observou-se que o MeHg foi capaz de diminuir a expressédo de MBP nos animais
expostos (15,5 + 2,344, p=0,0350). Entretanto que houve aumento da expressao de
sinaptofisina (23,97 + 2,033 p=0,0046) no grupo exposto.
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Figura 18 - Efeitos da exposi¢ao crénica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, na imunomarcacao
de Proteina Basica de Mielina (MBP) em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa
grupo controle e em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C a fracdo de area
marcada por MBP em grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média + erro padréo. *p=
0.0046 comparado ao grupo controle (Teste de Mann-Whitney). Escala = 100 um.
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Figura 19 - Efeitos da exposicdo cronica ao MeHg (40 ug / kg / dia), durante 60 dias, em vesiculas
positivas para Sinaptofisina em cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografia em A representa grupo
controle e em B grupo exposto ao MeHg (n = 5 animais por grupo). Em C a fragdo de area marcada
por Sinaptofisina em grupos controle e MeHg. Resultados expressos com média + erro padrdo. *p=
0,0350 comparado ao grupo controle (Teste de Mann-Whitney). Escala = 100 pm.
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DISCUSSAO

Os resultados dessa investigagdo mostram que o MeHg pode depositar-se no
cerebelo e causar danos ao perfil bioquimico, proteémico, tecidual e comportamental
de ratos adultos, em um periodo de exposicdo subcrbénica. A partir do modelo
proposto, constatamos um depésito de Hg na estrutura cerebelar, bem como um
possivel dano na membrana celular por niveis elevados de LPO; geracdo de ERN’s
devido ao estresse oxidativo; e baixa capacidade antioxidante contra radicais peroxil.
Além disso, evidenciamos que esse desequilibrio na bioquimica oxidativa e,
consequente, modulacédo do perfil protedmico, principalmente de proteinas sinapticas,
podem desencadear alteracdes teciduais e comportamentais.

O presente estudo utilizou um modelo de exposi¢cédo ao MeHg de longo prazo e
de baixa dose diferindo de modelos ja estabelecidos na literatura que demonstraram
gue exposicdes de curto prazo, porém com doses maiores as quais sdo capazes de
promover danos em SNC de animais experimentais (LIU et al., 2014; BELLUM et al.,
2013; LEE et al., 2012). A quantidade de mercurio a qual os animais deste trabalho
foram expostos, pode ser, se revertida para o0 consumo humano, préxima a ingerida
pelas comunidades ribeirinhas da regido amazénica, sendo que tal volume exposi¢ao
pode representar riscos severos a satde desta populagdo (MARTIN-DOIMEADIOS et
al., 2014; KHOURY et al., 2015).

Estudos tém apontado que a exposicdo ao MeHg causa danos em diversos em
diversas areas do SNC, que perpassam pelo sistema nervo periférico (CAO et al.,
2013) e terminam no SNC, conforme visto neste trabalho. Estudos mostraram que o
mercurio é capaz de promover danos em areas de memaria, por exemplo o hipocampo
(LI et al., 2005), de planejamento motor como o cortéx pre-frontal (GUIDA et al., 2016)
e execucdo do movimento, o cortéx motor (TEIXEIRA et al., 2018). Neste trabalho
decidimos avaliar o cerebelo por representar uma das principais regibes do
desempenho motor (VALENZUELA et al., 2015; VALENZUELA et al., 2010)

Modelos experimentais com doses baixas e tendo o cerebelo como principal
elemento a ser estudado sdo escassos e, para além disso, este 6rgdo pode
representar um importante alvo de compostos, nos quais contém produtos toxicos
(Fonnum, 2000). O que nos impulsionou a investigar essa area foi sua relevancia
funcional, por esta receber impulsos de varias regibes cerebrais envolvidas na

atividade motora, como o cértex motor e a medula espinhal, sendo a responsavel pela
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coordenacao e correcdo dos movimentos executados (KOZIOL et al., 2014; HIBI e
SHIMIZU, 2012). Em consequéncia da importancia de suas funcdes, o cerebelo torna-
se uma area de interesse a ser analisada para a investigacao de danos motores.

O MeHg é um neurotéxico estudado extensivamente em humanos e animais
(KREY, KWAN e CHAN, 2014; HONG, KIM e LEE, 2012; MAILLOUX, YUMVIHOZE e
CHAN, 2015). Os seres humanos podem ser expostos ao MeHg principalmente por
meio da ingestdo de alimentos de origem aquética, por exemplo: peixes e mariscos
contaminados (MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014; SANTOS et al., 2000). Apés a
absorcao pelo trato digestivo, o MeHg pode ultrapassar a barreira hematoencefalica
e, devido sua longa meia-vida no corpo humano, pode se depositar nos tecidos do
SNC e os danos tendem a ocorrer com maior intensidade no cerebelo (FUJIMURA et
al., 2016; SYVERSEN e KAUR, 2012; FONNUM e LOCK, 2000). Esse evento pode
ser encontrado em nosso estudo onde comprovamos a deposicdo de Hg no tecido
cerebelar (Figura 4) quando comparado ao grupo controle, configurando a premissa
de que a exposicéo subcronica ao MeHG desencadeia danos variados ao cerebelo,
tendo como consequéncia prejuizo em suas funcodes.

Baseado nisso, como consequéncia desse depdsito, na avaliacdo da
capacidade motora dos animais, realizadas por meio dos testes Open Field e
Rotaroad, foi observada uma menor exploracdo dos animais expostos, tanto na
distancia percorrida como uma diminuicdo no numero de rearings. Estes resultados
estdo de acordo com os encontrados em outro estudo que demostrou que o MeHG
esta associado a déficits motores e animais machos e fémeas (BELLUM et al., 2012).

No Rotarod também foi encontrado déficit motor, no qual os animais expostos
ao MeHg apresentaram um maior niumero de quedas em comparagdo ao grupo
controle, principalmente em velocidades mais altas no aparelho, indicando alteragbes
na coordenagdo motora fina e equilibrio. Nossos dados séo confirmados na literatura,
pois alguns estudos j& demostram déficit nas avaliacbes de fungbes motoras em
intoxicagbes mercuriais, as quais estdo associadas a efeitos neurotdxicos a nivel
celular (TEIXEIRA et al., 2014; BIAMONTE et al., 2014; FRANCO et al., 2006).

Como consequéncia desses efeitos, a homeostase € prejudicada, promovendo
alteracdes bioquimicas celulares. (FRANCO et al., 2006; CARVALHO et al, 2008). A
nivel celular, o estresse oxidativo € um dos mecanismos de toxicidade do MeHg. Esse
processo caracteriza-se pelo desequilibrio oxi-redutivo, com aumento das ERO'’s,

gerando desequilibrio do sistema antioxidante enzimético, podendo causar danos as
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proteinas, lipidios, podendo chegar ao DNA. (FARINA et al., 2010), conforme visto
nesta investigacao, pois este modelo de exposicéo foi capaz de alterar a expressao
de proteinas envolvidas em vérias func¢des biolégicas, que possivelmente esti
envolvido com o estresse oxidativo causado pela exposi¢cdo ao mercurio, pois sabe-
se que o tal estresse pode promover alteracdo do proteoma (REICHMANN et al,
2018). O mecanismo de dano ao cerebelo ainda ndo é completamente elucidado,
contudo Syversen e Kaur (2012) sugerem que o maior dano aos neuronios da camada
granular no cerebelo esta ligado ao tamanho diminuto dessas células e, por conta
disso, possuem menos citoplasma, sendo assim uma pequena dose de MeHg ja é
capaz de provocar alteracdes nestas células e, consequentemente no 0Orgao,
desencadeadas principalmente por estresse oxidativo. Nossos dados ratificam essa
teoria, pois em nossas analises da bioquimica oxidativa do cerebelo foi encontrado
um aumento da peroxidacao lipidica e dos niveis de nitrito, marcadores de estresse
oxidativo ja utilizados nos estudos do nosso grupo (TEIXEIRA et al., 2014; ARAGAO
et al., 2018). As alteracbes oxidativas, como aumento da peroxidagao lipidica, dos
niveis de ERO’s e ERN'’s; e diminuicdo da capacidade antioxidante, sdo achados
frequentes durante a intoxicacdo do MeHg, ratificando que a intoxicacdo a este metal
induz o estresse oxidativo (FUJIMURA e USUKI, 2018).

Neste estudo, também foi demonstrado os efeitos oxidativos induzidos pelo
MeHg na concentracdo 0,04 mg/Kg/dia. A exposicao foi capaz de aumentar os niveis
de MDA, pois ja foi demonstrado que o MeHg possui forte relagdo com 0s grupos
sulfidrilas de diversas proteinas, sendo tal grupo presente nas reacfes de oxirreducao
gue levam a danos na membrana (USUKI e FUJIMURA, 2016; FRANCO et al.,2006).
Os elevados niveis de nitritos apresentados corroboram outros trabalhos que
demonstraram que altas concentragdes de metabdlitos do Oxido nitrico, causam
danos a proteinas, aumentam indicadores de ansiedade e depressdo em
comportamento animal e inibem a cadeia de transporte mitocondrial, levando a
insuficiéncia energética da célula (CHEN, 2015; KUMAR, 2017).

O estresse oxidativo é possivelmente um dos principais eventos geradores de
danos as células provocado pela exposi¢do ao MeHg (CRESPO-LOPEZ et al., 2009),
assim como a excitoxicidade (DENG et al.,, 2014). Em nossa analise do perfil
protedmico foi encontrada um aumento na expressao de proteinas ligadas com essa

via de dano, assim como foi encontrada alteracdes em proteinas ligadas com a
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comunicacao sinaptica, Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1, Dynamin-1 que estao
envolvidas na liberacao de vesiculas sinapticas.

A exposicdo ao MeHg resultou em uma subexpressao 115 proteinas e uma
superexpressdo de 358 proteinas no cerebelo. Entre todas as fun¢des de transporte
ibnico, a transmissdo sinaptica foi a funcdo mais afetada, dado que € similar a
observacédo no cerebelo de ratos expostos a MeHg (RADONJIC et al., 2013).

A sinapse mais alterada pela exposicdo ao MeHg foram as sinapses
excitatOrias, proteinas como a Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il
subunit alpha que esta ligada a sinapses excitatorias teve sua expressdo aumentada
no grupo MeHg. Além disso, proteinas de receptores glutamatérgicos em células de
Purkinje foram encontradas unicamente no grupo MeHg (Glutamate receptor
ionotropic, delta-2), reforgando a excitotoxidade como um dos mecanismos de morte
celular, principalmente em neurdnios de Purkinje. Foi achado uma subexpressao da
proteina Glial fibrillary acidic (GFAP) protein, o que também foi demonstrada em
nossas imunomarcacodes, nas quais uma diminui¢do na fracao de area para GFAP foi
mostrada, sugerindo uma diminui¢do da atividade astrocitaria no tecido cerebelar.

Algumas proteinas associadas com a transmissdo sinaptica como: Plasma
membrane calcium-transporting ATPase 2, Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase type Il subunit alpha e Synaptophysin, ja foram anteriormente relacionadas
com a toxicidade do mercurio (FUJIMURA et al., 2012;

HUYCK et al.,, 2014; REDDY et al., 1988; YOSHIDA et al., 2011). A
identificacdo de termos de componentes celulares enriquecidos de sinapse excitatoria
e membrana sinaptica também sugeriu que o MeHg impacta a neurotransmissao por
proteinas disruptivas na sinapse excitatéria e na membrana sinptica. Esses
resultados sé@o consistentes com os estudos anteriores de que o desequilibrio do
aminoacido excitatério glutamato nos neurbnios foi um dos mecanismos mais
importantes na exposi¢cao ao MeHg (FARINA et al., 2011; YIN et al., 2009).

A neurotoxicidade do MeHg sobre as células neuronais pode ser comprovada
em nossos resultados imunohistoquimicos que revelaram uma diminuicdo da
populacdo de neurdnios de Purkinje na camada granular nos animais expostos ao
MeHg e diminuicdo da atividade astrocitaria. Alguns estudos relatam uma reducgéo
significativa no numero de neurdnios apés exposicdo ao MeHg (CARVALHO et al.,
2008; FALLUEL-MOREL et al., 2007), possivelmente em consequéncia de processos
de morte celular (WATANABE et al., 2013; CECCATELLI at al., 2010; SOKOLOWSKI
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et al., 2013), desencadeadas por diferentes vias celulares que envolvem a toxicidade
direta do metal e o estresse oxidativo (FARINA et al., 2010).

A capacidade de ligacdo do Hg aos grupos -SH presentes em vérias proteinas
celulares confere alto poder téxico ao MeHg por promover alteracdo funcional de
proteinas essenciais para a homeostase das células neuronais (FARINA, ASCHNER
E ROCHA, 2011; GLASER et al., 2010).

Além desse dado, nosso estudo constatou um aumento na populagéo microglial
por meio da presenca de células IBA1 positivas na camada granular e molecular do
cerebelo, diminuicdo de vesiculas sinapticas e uma menor marcacdo de proteina
basica de mielina (MBP) sugerindo problemas na comunicacdo sinaptica desses

animais.
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CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que a exposi¢céo cronica ao MeHg em baixas
doses € capaz de gerar alteracdes significativas no cerebelo prejudicando a funcao
motora dos animais por meio de danos teciduais desencadeados por alteracées no
perfil proteico e estresse oxidativo.

Esses danos ocorreram devido a uma perda do balango oxidativo
desencadeada pelo MeHg além de danos desencadeados por excitotoxicidade

ade, esses danos sdo corroborados pelas alteracbes no perfil prote6mico
desses animais onde proteinas relacionadas com esses parametros de danos foram
encontradas. Nossos dados comprovam que o MeHg consegue gerar danos, mesmo
em baixas doses, no cerebelo de ratos adultos evidenciando que a barreira
hematoencefalica ndo é capaz de gerar protecdo suficiente contra 0 aumento dos

niveis do MeHg no tecido cerebelar.
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Projeto: CARACTERIZACAO DA INJURIA NO CORTEX MOTOR QE RATOS APOS
ACIDENTE VASCULAR ISQUEMICO, EM UM MODELO DE INTOXICACAO CRONICA COM
METILMERCURIO
Coordenador:Prof. Dr. Rafael Rodrigues Lima
Area Tematica: Neurociéncias

Vigencia01/2013 a 12/2015

Nono CEPAE-UFPA:225-14

O projeto a cima identificado foi avaliado pelo Comite de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experiment ao da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para a
investig ao e de alto teor cientifico justificando a utiliza ao do modelo animal proposto. Os
procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para tratamento
e manipulao de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, atraves de seu presidente, no
uso das atribuicoes delegadas pela portaria No 1032/2014 do Reiter da Universidade Federal do Para,
resolve APROVAR autilizacdo de animais de experimentacdo (N= 80, rates Wistar) nas
atividades do projeto em quest:l:0,no periodo de vigencia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigencia devem receber nova autoriza ao
deste comite.

Belém, 01 de janeirode 2013

(A/,,L... Gomes !s-/

#rof. Or. Walece Gomes Lol

Prasidanta do CEPAE-UFPA



