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RESUMO

A exposicdo a compostos mercuriais resulta em danos oxidativos, afetando
gravemente o sistema nervoso central, como observado em humanos e em modelos
experimentais. Este trabalho utilizou ratos Wistar em diferentes periodos do neuro-
desenvolvimento a fim de investigar possiveis efeitos protetores do selénio (selenito
de s6dio) em um modelo in vivo de exposicdo ao metilmercario (MeHg). Os sujeitos
(grupos de idades P1 e P21) receberam por amamentagdo ou via oral: veiculo,
Selénio (5ppm), MeHg (10ppm) ou Selénio (5ppm) mais MeHg (10ppm) durante 20 e
10 dias respectivamente (n = 8 por grupo). ApGs o tratamento, os ratos foram
submetidos aos testes de campo aberto e labirinto aquético a fim de analisar déficits
motores e de memodria/aprendizagem, respectivamente. Para fins de analise
histoldgica, foi realizada perfusdo e imunohistoquimica para Neu-N. Com o objetivo
de aferir possiveis efeitos deletérios sobre populacdes neuronais, foi feita contagem
estereologica dos neurdnios do hipocampo (camada polimérfica do giro denteado).
Como resultado, foi observada reducdo significativa na atividade locomotora de
neonatos (P1) mediante exposicdo ao MeHg. Além disso, nos grupos expostos ao
MeHg (isoladamente ou associado ao selénio) verificou-se déficits de aprendizagem
e memoria. Ja os animais P21 expostos ao MeHg apresentaram aumento na
atividade locomotora, efeito abolido pela administracdo concomitante de selénio.
Quando submetidos ao labirinto aquatico, observou-se reducdo dotempo de
laténcia apenas no grupo controle e naqueles animais expostos ao selénio. Como
resultado das contagens estereoldgicas, observou-se diminuicdo do numero de
neurdnios no hipocampo somente nos animais P21 expostos ao mercurio. Os
resultados obtidos sob estas condicbes experimentais mostraram que a
exposicdo ao MeHg resultou em efeitos comportamentais diversos dependentes da
idade dos sujeitos. A administracdo de selénio s6 foi capaz de interferir
positivamente nos déficits locomotores observados em animais mais velhos. Além
disso, foi observado que a administracdo de selénio ndo interferiu nos distarbios
comportamentais de memdria/aprendizagem, tampouco na morte neuronal induzida
por MeHg. Possiveis mecanismos associados a este padréo de protecado parcial por
selénio, especialmente em estagios mais avancados de

desenvolvimento neural ainda necessitam ser elucidados.
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ABSTRACT
Exposure to mercury compounds results in oxidative damages, seriously affecting
the central nervous system both in humans and in experimental models. We used
Wistar rats at different stages of neuro-development in order to investigate potential
protective effects of selenium (sodium selenite) in an in vivo model of exposure to
methylmercury (MeHg). Subjects (age groups P1 and P21) were given lactational
and orally, respectively: vehicle, Selenium (5ppm), MeHg (10 ppm) or selenium (5
ppm) plus MeHg (10 ppm) for 20 and 10 days respectively (n = 8 per group). After
treatment, the rats were submitted to the following behavioral tests: open field and
Morris water maze to examine motor deficits and memory/learning, respectively. After
intracardiac perfusion we performed immunohistochemistry for Neu-N. In order to
evaluate possible deleterious effects in neuronal populations, we counted neurons in
the hippocampus (polymorphic layer). As a result, we found significant reduction in
locomotor activity of neonates (P1) when exposed to MeHg. Besides, groups
exposed to MeHg (alone or in association with selenium) showed learning/memory
deficits. P21 animals treated with MeHg showed increase in locomotor activity, effect
abolished by concomitant administration of selenium. When submitted to water
maze, only subjects in the control and selenium groups showed reduction of the time
latency. As assessed by stereological counting, we noticed reduction in the number
of hippocampal neurons only in P21 animals exposed to MeHg. Combined, our
results showed that MeHg exposure produces age-dependent behavioral effects.
Also, despite other findings in the literature, under our experimental conditions
administration of selenium was only able to interfere with motor deficits in older
animals, besides not being able to interfere with memory/learning deficits nor the
MeHg-induced neuronal death. Possible mechanisms associated with these partial
protective properties of selenium in the later stages of neural development have yet

to be elucidated.
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1. INTRODUCAO

O mercurio € um metal pesado amplamente distribuido no ambiente,
envolvido em processos geoldgicos naturais, como em erup¢cdes vulcanicas e
dissolucéo e volatilizacdo de rochas. Como poluente, o mercurio apresenta-se sob
trés formas quimicas incluindo o merclrio elementar (merctrio metélico, Hg®),
mercurio inorganico (sais e 6xidos do ion mercuroso e de ion mercuarico) e mercurio
organico (derivados de alquil-, alcoxialquil- e arilmercuriais). Algumas destas formas
possuem caracteristicas altamente toxicas quando em contato com o meio ambiente
e/ou organismos (AGARWAL e BEHARI, 2007a; FRANCO et al, 2007; ALLEN et al.,

2002; AZEVEDO, 2003; GOCHFELD, 2003; FONFRIA et al., 2005).

Os compostos de mercurio sédo liberados no ambiente por impactos
ambientais naturais e antrépicos. A exposicdo humana ao mercurio através da
ingestao de alimentos contaminados tem sido associada a tragédias ambientais em
diferentes partes do mundo, sendo decorrente, principalmente de atividades de

industriais (AZEVEDO et al., 2003).

1.1 A PROBLEMATICA AMBIENTAL RELACIONADA AO MERCURIO

Este metal é fator causal de diversos episodios de envenenamento. Os
maiores desastres em massa com reflexos pra a saude humana ocorreram em
Minamata e Nigata, Japdo, em 1950 e 1960, respectivamente, por consumo de peixe
(diariamente por longos periodos) proveniente de aguas contaminadas com mercurio
despejado por uma fabrica de produtos quimicos local, que produzia MeHg como
subproduto da sintese de acetaldeido. Como resultado desta intoxicacdo, diversos
sintomas foram relacionados a funcdes controladas pelo sistema nervoso, como

constricdo do campo visual e outras anormalidades visuais, parestesia (perda da



sensibilidade), ataxia cerebelar (falta de coordenacdo da atividade muscular
voluntaria), perda auditiva, fraqueza muscular, tremor e deterioracdo mental
(CASTOLDI et al., 2001; KAUR et al., 2006).

Outro exemplo ocorreu no Iraque no inicio da década de 70, quando
centenas de pessoas foram intoxicadas devido a ingestdo de pdo contaminado com
um fungicida alquilmercurial. O reconhecimento precoce do causador limitou a
exposicdo a alguns meses, mesmo assim o numero de envenenamentos foi alto
(MICARONI et al., 2000; CASTOLDI et al., 2001).

Estudos sobre o ciclo do mercudrio na regido amazodnica indicam que o
desmatamento contribui de forma importante para a contaminacéo pelo metal. O Hg
gue se deposita no ecossistema terrestre tem grande afinidade com os oxihidréxidos
de Aluminio (Al) e Ferro (Fe) que sao carregados por lixiviagdo durante os periodos
de chuvas para os rios. Durante esse periodo, a inundacdo da floresta fornece
material organico que formam um ambiente favoravel a metilacdo bidtica e
biodisponibilidade do Hg (SOUZA et al., 2002).

Com a descoberta e exploracdo do ouro na Amazobnia brasileira, houve
intensa migracao para as areas de garimpo e consequentemente a manipulacdo de
mercurio metéalico. Neste contexto, o mercurio é incorporado a liga metalica a fim de
separar o ouro de impurezas, ao fim, esta liga € aquecida para que o mercurio (como
€ mais volatil) evapore e leve consigo as impurezas. O grande 6nus deste processo
estd no fato de se provocar a evaporacdo do mercurio, pois 0 mesmo é oxidado
voltando a atmosfera e depositando-se nos rios, onde sofre metilacdo, e
acumulando-se consequentemente na biota marinha, principal fonte de alimento das
populacdes ribeirinhas (AZEVEDO, 2003).

A explosdo dos garimpos de ouro ocorreu no inicio dos anos 1980 e a



guantidade do mercurio liberada na regido amazoénica foi estimada baseando-se na
producéo oficial de ouro, sendo liberado nessa época cerca de 1.400 toneladas de
mercurio (FIGUEIREDO, 2001).

Dentre as diversas formas do mercurio, o metilmercurio apresenta efeitos
fisioldgicos e bioquimicos importantes, bem estabelecidos em humanos e modelos
animais, sendo considerada a mais toxica. Esta toxicidade pode estar relacionada a
presenca do radical metil, o qual facilita a entrada do composto através das
membranas lipidicas (CASTOLDI et al.,, 2001; AARON & RING 2008). O
matilmercurio possui estabilidade maior no organismo do que o mercurio inorganico
e 0S processos capazes de demetilar o metilmercurio, transformando-o em Hg
inorganico, podem auxiliar na sua excre¢do. Sua possivel interferéncia nos
processos de divisdo celular pode resultar em problemas neurolégicos graves e
mesmo ma formacao cefalica (MICARONI et al., 2000; CARVALHO et al., 2007).

A exposicdo humana a diversas formas de mercurio, principalmente ao
metilmercurio, levantou grande preocupacdo em saude publica, pois 0os casos em
Minamata, Irague, na Amazobnia e em outras partes do mundo revelaram como a
exposicao prolongada a este metal pode ser deletéria ao SNC adulto, bem como no
SNC em desenvolvimento. No entanto, poucos avancos foram conseguidos na
tentativa de prevenir a liberagcdo de mercurio no ambiente, bem como na descoberta

de terapias eficientes contra a intoxicacao.

1.2 ACAO DO MERCURIO SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL
A intoxicacdo por mercario atinge o organismo de forma geral,
acumulando-se em diversos o6rgaos, como o figado, rins, pulmdo e 6rgdos do

sistema nervoso central e periférico (AGARWAL & BEHARI, 2006; AGARWAL &



BEHARI, 2007; FRANCO et al., 2006). No SNC o mercurio possui seletividade por
algumas éareas, como hipocampo, cerebelo, coértex visual e cortex auditivo
(CASTOLDI et al., 2008). Carvalho e colaboradores em 2007, observaram que ratos
expostos ao MeHg por 17 dias apresentaram déficits de equilibrio. Por sua vez,
Stringari e colaboradores em 2006, observaram aumento da atividade locomotora
em camundongos expostos ao mercurio. Falluel-Morel e colaboradores em 2007,
observaram diminui¢cdo do aprendizado em animais tratados com MeHg.

Dentre as estruturas do sistema nervoso central, uma das mais afetadas
pela intoxicagcdo mercurial € o cerebelo, o qual estd intimamente relacionado a
regulacdo das fungdes motoras, como equilibrio, regulacédo e inicio de movimentos.
O cortex cerebelar pode ser dividido histologicamente em trés camadas: camada
molecular, a camada granular e a camada das células de purkinje. Destas trés, a
camada de ceélulas granulares apresenta maior vulnerabilidade ao mercurio
(WAKABAYASHI et al., 1995). Entretanto, as evidéncias que relacionam a células de
purkinje como alvos especificos da acdo mercurial no cerebelo sdo controversas, ja
gue o efeito sobre estas células pode ser secundario a acdo mercurial (CARVALHO
et al., 2007; HIMI et al., 1996) .

Héa evidéncias de experimentos in vivo que demonstram serem as células
cerebelares afetadas seletivamente por compostos mercuriais, de onde resultariam
grande parte dos efeitos do MeHg sobre o sistema motor (CARVALHO et al. ,2007).
De acordo com evidéncias recentes, a base molecular para estes efeitos poderia
residir no sistema antioxidante de glutationa cerebelar, como foi sugerido em
estudos com camundongos lactentes intoxicados com MeHg, que revelaram
aumento dos niveis de peréxidos no cerebelo, evidenciando acao deletéria tréfica e

os efeitos prooxidativos deste metal, reforcando a importancia do sistema



antioxidante da glutationa cerebelar contra estes efeitos moleculares. (MANFROI et
al., 2004; STRINGARI et al., 2006).

No estriado, a acdo do mercurio pode aumentar a liberacdo de dopamina
e diminuir os niveis extracelulares de DOPAC (&cido dihidroxifenilacético) e HVA
(acido homovanilico), evidenciando a pluralidade de areas atingidas por este metal
(FARO et al.,, 2001). Experimentos utilizando sinaptossomos estriatais corroboram
com esta acdo sobre neurdnios dopaminérgicos (DREIEM et al., 2005). Contudo, o
estriado ndo consiste uma area de acao primaria dos compostos mercuriais.

O hipocampo é uma area responsavel pela consolidacdo da memoria e
aprendizado e possui canais, enzimas e neurotransmissores pelos quais ha tropismo
mercurial, principalmente pelas células da camada granular de CAl1 (Corno de
Amon) e a camada polimorfica do giro denteado. Os mecanismos envolvidos na
morte neuronal nestas areas envolvem, desde desregulacdo de enzimas importantes
como catalase e superoxido desmutase (SOD), até liberagdo abundante de
neurotransmissores excitatorios e mecanismos de inflamacéo controversos (acéao
microglial e astrocitica) (FALLUEL-MOREL et al., 2007; VICENTE et al., 2004; YIN et
al., 2011).

Alguns estudos com humanos e animais indicaram que 0s estagios pré- e
pos-natal inicial de desenvolvimento encefélico, podem representar um periodo de
risco maior na exposicdo ao metal toxico do que no estagio adulto, nestes foram
utilizados animais neonatos, pois em roedores este é o periodo de maior
sinaptogénese, 0 qual corresponde ao terceiro trimestre de gestacdo em humanos
(SAKAMOTO et al., 2002; 2004). A exposicdo pré-natal pode interferir na migracao
neuronal e reduzir a atividade mitética dos neurénios do SNC, além de promover

reducdo significante nos niveis totais de enzimas antioxidantes (VICENTE et al.,



2004). Em alguns casos envolvendo criangas japonesas, houve reducao no niumero
de neurdnios em todos os lobos do cértex cerebral, bem como uma desorganizagéo

do cortex resultando em degeneragéo neuronal (LIMKE et al., 2004a).

1.3 INTERAQOES INTRACELULARES DE COMPOSTOS MERCURIAIS NO

SNC

Um dos motivos que confundem a avaliacdo do risco dos compostos
mercuriais € o grande numero de alvos intracelulares potenciais no organismo.
Intracelularmente, o MeHg associa-se a mitocéndrias, reticulo endoplasmatico,
aparato de Golgi, membrana nuclear e lisossomos. Nas fibras nervosas, o mercurio
esta localizado primariamente na bainha de mielina e nas mitocondrias (ATCHISON
& HARE, 1994). O mercurio desregula a funcdo das organelas, além de agir em
receptores celulares levando ao aumento da concentracdo de célcio (Ca®")
intracelular (SHENKER et al., 2000). Esta desregulacdo na homeostase do calcio
leva, dentre outros efeitos, a inibicdo da migracao de células granulares do cerebelo
em desenvolvimento (LIMKE et al., 2004a).

Segundo a literatura pertinente, a neurotoxicidade dos compostos
organomercuriais pode resultar de inUmeras interferéncias com processos criticos na
célula, como por exemplo, na atividade mitocondrial, em propriedades da membrana
celular ou na integridade do citoesqueleto (SHANKER et al., 2004b; MORKEN et al.,
2005), além de ativar a liberacdo de moléculas pré-apoptoticas, como o citocromo c,
com consequente ativacao das caspases (ISSA et al., 2003).

Os microtubulos sdo os alvos principais do MeHg, afetando,
consequentemente, o citoesqueleto e o ciclo celular, o que interfere na migracao de

neurdnios pos-mitéticos durante a formacdo das camadas corticais do cérebro e



cerebelo, na extensdo e estabilizacdo de neuritos e no transporte axodendritico
(CASTOLDI et al., 2001; GOTZ et al., 2002; ASCHNER & SYVERSEN, 2005).

Além desses fatores, o mercurio pode agir na liberacdo de
neurotransmissores colinérgicos no SNC e SNP. Na juncdo neuromuscular, o efeito
pré-sindptico € provavelmente a reducdo na liberacdo de acetilcolina (LIMKE et al.,
2004a). Outros estudos in vivo relacionados com a liberagdo de neurotransmissores,
revelaram que tanto 0S compostos mercuriais organicos quanto inorganicos
produzem aumento significativo nos niveis extracelulares de dopamina estriatal
(FARO et al., 2000), o que poderia explicar os sintomas de excitabilidade neuronal
observados na intoxicacdo mercurial (MEACHAM et al., 2005). Diversos outros
trabalhos tém demonstrado que a exposicdo mercurial promove liberacdo
generalizada de neurotransmissores, tais como a acetilcolina, serotonina, dopamina
e noradrenalina em culturas (FARO et al., 2002; GASSO et al., 2000; MIRZOIAN &
LUETJE, 2002), além de modificar a resposta inibitéria mediada pelo receptor

GABAa (FONFRIA et al., 2001).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

Alguns estudos indicam o estresse oxidativo como um mecanismo
importante para a perda neuronal relacionada a exposicdo mercurial. Espécies
reativas de oxigénio. Tais como o anion superoéxido (Oy), radicais hidroxila (OH),
aléem de peréxido de hidrogénio, apresentam propriedades que levam
invariavelmente a dano celular (DRINGEN, 2000). O efeito neuroprotetor de
antioxidantes contra a toxicidade do composto da suporte a esta hipdtese
(SANFELIU et al., 2001).

Segundo, KAKITA e colaboradores 2000, a vulnerabilidade neuronal de



ratos aos efeitos pro-oxidativos do MeHg, varia de acordo com a &rea anatbmica a
ser analisada e a fase de desenvolvimento do animal. No SNC de ratos, o estagio
poés-natal corresponde ao terceiro trimestre de gestacdo em humanos (SAKAMOTO
et al, 2004).

Alguns antioxidantes, como a glutationa, a vitamina E e o selénio podem
promover protecdo contra a neurotoxicidade do MeHg in vivo (DRINGEN, 2000).
Kaur e colaboradores (2006) demonstraram que 0s neurbnios sdo vulneraveis a
perda de GSH induzida pelo MeHg, indicando que o status de GSH representa um
fator chave nos efeitos neuropatoldgicos especificos e da célula ao composto.

O papel da vitamina E como antioxidante foi demonstrado pela protecao
de astrocitos contra o estresse oxidativo provocado pela adicdo in vitro de
metilmercurio (SHANKER & ASCHNER, 2003). Além disso, a administracdo de
vitamina E in vivo, associada ao selénio, na dieta de ratas fémeas adultas expostas
ao MeHg pode provocar, além de reducdo do dano oxidativo, reducéo na toxicidade
reprodutiva destes animais (BEYROUTY & CHAN, 2006).

Mais recentemente, tém sido investigadas propriedades de antioxidantes
naturais, encontrados em folhas ou raizes com combinacdes de elevado teor de
compostos flavonoides. Alguns estudos tém demonstrado que estes extratos
vegetais, administrados como chas e infusbes de ervas, ricos em compostos
fendlicos, normalmente possuem capacidade antioxidante. Oliveira e colaboradores,
em 2009, testaram o efeito citoprotetor de um extrato de Valeriana officinalis em um
modelo experimental in vitro de doenca de Parkinson. Varios estudos avaliaram o
efeito citoprotetor apds a adicdo de antioxidantes in vivo e in vitro, tais como a
vitamina E (USUKI et al., 2001; BEYROUTY & CHAN, 2006), superoxido dismutase

(SHNKER & ASCHNER, 2003), glutationa (ALLEN et al., 2001; KAUR et al., 2006) e



selénio (MORETTO et al., 2005; BEYROUTY & CHAN, 2006).

Um exemplo de compostos antioxidantes sdo o0s extratos aquosos do
mogno, Swietenia macrophylla, um vegetal encontrado na amazonia, que em virtude
das propriedades da sua madeira, possui grande valor econd6mico nos mercados
nacional e internacional (GROGAN et al, 2002). Alguns estudos recentes dao conta
dos componentes antioxidantes das folhas deste vegetal, tais como: flavondides,
acidos fendlicos e limonddes (KOJIMA, 1998; SOARES et al, 2002).

Observa-se que a GSH possui a capacidade redutora que é determinada
pelo grupamento-SH, presente na cisteina. Esta pode ser considerada um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a
contra a lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio
hiperbarico, ozbnio, radiacao e luz ultravioleta (DENEKE SM, et al, 1989). Alguns
estudos tém mostrado que organomercuriais diminuem a atividade de GSH, assim
aumentando os niveis de peroxidos e substancias reativas de acido tiobarbitirico no

SNC de camundongos (ROCHA et al., 2004; FARINA et al, 2005).

1.4.1 Selénio e neuroprotecéao

O selénio (Se) é conhecido por afetar a distribuicdo do mercurio e também
reduzir a toxicidade de alguns xenobidticos, incluindo metais pesados, em modelos
animais (AGARWAL & BEHARI, 2007b; ROONEY, 2007).

Héa evidéncias de que o selénio no plasma forme um complexo com o
mercurio inorganico, que entéo se liga a selenoproteina-P causando a redistribuicao
de mercurio no organismo (GAILER et al., 2000; AGARWAL & BEHARI, 2007a).
Apesar de ndo ser bem compreendida, especula-se que a funcdo desta proteina

esteja relacionada a trés funcgBes diferentes: (1) defesa antioxidante; (2) papel no
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transporte do selénio; (3) papel protetor como um quelante natural de metais
pesados (CHEN & BERRY, 2003).

O selénio também possui afinidade constante com mercurio, maior do que
aquela dos compostos sulfidrila, razdo pela qual a protecdo oferecida pelo selenito
de sodio na intoxicag@o por mercurio tem sido atribuida a formacao do complexo Hg-
Se-S, que é considerado nao toxico (AGARWAL & BEHARI, 2007b).

Quando associado as proteinas, o selénio torna-se um componente
enzimatico com propriedades fisiologicas antioxidantes, agindo como um mimético
da glutationa peroxidase (FLOHE et al., 1973). Compostos selenados, tais como o
ebselen ([2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona]), tém demonstrado papel
neuroprotetor contra a excitotoxicidade promovida por glutamato durante a
exposicdo ao metilmercurio em alguns modelos experimentais in vitro e in vivo
(PORCIUNCULA et al., 2001; FARINA et al., 2003a).

De acordo com Ralston et al. (2007), o MeHg € responsavel pelo
sequestro de Se de selenoproteinas importantes (selenocisteina e selenometionina),
bem como a inibicdo de selenoenzimas. Por outro lado, o mercurio inorganico €
associado a diminuicdo da atividade de glutationa peroxidase (GPXx),
consequentemente aumentando os niveis de peroxido de hidrogénio e, como
resultado final, levando a peroxidacao lipidica. A diminuicdo destas selenoenzimas
provocada pela toxicidade do mercuario inclui danos causados por peroéxidos,
alteracao do metabolismo da glutationa e interrup¢cdo nos processos regulatérios de
transducdo de sinal (RALSTON et al.,, 2007; 2008). Outros estudos envolvendo
culturas de células sugerem a protecdo do selénio contra a apoptose induzida por
mercurio (FRISK, 2003).

Os niveis de GSH em ratos tratados com etanol diminuiram
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significativamente, quando comparados com os controle e também com os ratos que
receberam ebselen junto com etanol (JOHNSEN-SORIANO et al., 2007), mostrando
a influéncia dos compostos selenados nos niveis de proteinas e enzimas
antioxidantes como, GSH e GPx, respectivamente.

A producdo de radicais livres também pode induzir a ativacdo de
caspases e morte celular, uma consequéncia bem conhecida do dano
organomercurial a cadeia oxidativa mitocondrial em linhagens de células néo
nervosas em cultura (KAUR et al., 2006). Estudos recentes com culturas de células
sugerem a protecdo do selénio contra a apoptose gerada pelo mercurio (FRISK
2003).

A protecéo oferecida pelos compostos de selénio na intoxicagdo mercurial
pode atingir niveis macroscopicos importantes como, a reducéo dos efeitos motores
causados pela diminuicdo da mielina e reducdo da massa muscular (PAMPHLETT et
al., 2005; RALSTSON et al., 2008).

Apesar de haver uma extensa literatura acerca dos efeitos neurotoxicos
do MeHg, existem lacunas acerca dos mecanismos moleculares subjacentes a estes
efeitos, que permitiiam a determinacdo de agentes envolvidos em processos de
neuroprotecdo. Sendo assim, constitui-se pergunta experimental relevante a
investigacdo de compostos capazes de reverter os efeitos deletérios de compostos
mercuriais, tais como 0s compostos a base de selénio, que constituem o objetivo

principal na proposicao deste trabalho.
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1.5 OBJETIVOS

151 GERAL:
- Avaliar a agdo da exposicdo mercurial em um modelo in vivo, a fim de

investigar possiveis efeitos neuroprotetores do selenito de sédio.

1.5.2 ESPECIFICOS:

- Investigar os efeitos comportamentais, locomocdo e aprendizado,
provocados pela exposicdo mercurial, em dois diferentes periodos de
desenvolvimento;

- Determinar os efeitos da exposicdo de ratos Wistar ao MeHg,
administrado por via oral, sobre a populacéo de neurénios na camada polimérfica do
giro denteado do hipocampo, através de contagem estereolodgica;

- Investigar possiveis efeitos neuroprotetores da administracdo de selenito

de sodio, neste modelo de exposi¢cdo mercurial.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes do Biotério do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFPA, mantidos em ciclo de 12 horas
claro/escuro, com livre acesso a &gua e comida. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados e conduzidos de acordo com as normas
estabelecidas pelo Comité de Etica Em Pesquisa com Animais de Experimentacio

da Universidade Federal do Par4 (CEPAE - Parecer BIO020-10).

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Animais foram divididos em dois grupos experimentais, conforme o inicio
do tratamento tenha ocorrido no 1° (P1) ou 21° (P21) dia pés-natal. Estes grupos,
por sua vez, foram divididos em quatro subgrupos cada (N = 8): Controle, MeHg,
Selenito de sodio e MeHg mais selenito de sodio, totalizando doze subgrupos

experimentais.

2.3 ADMINISTRACAO DAS SOLUCOES

O MeHg, e o selenito de sddio (Na,SeO3) foram dissolvidos em agua,
para administracdo por via oral. O grupo MeHg recebeu doses correspondentes a
10ppm e o grupo Na,SeOg3 recebeu doses de 5ppm. O tratamento foi realizado de
P1 a P21 (tratamento por amamentacéo) e de P21 a P31 (tratamento direto por via

oral).
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2.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Nos dias seguintes ao término do tratamento, a fim de verificar os efeitos
locomotores causados pela administracdo de MeHg sob os animais, 0S mesmos
foram submetidos ao teste de campo aberto que consiste na disposicao dos sujeitos
em um recipiente cilindrico (raio igual a 30 cm), para os animais P21, ou retangular
(30x15cm), para os animais P1, cuja base esta dividida em doze ou nove quadrantes

respectivamente, durante seis minutos.

Também foram submetidos ao teste do labirinto aquético de Morris, que
consiste na disposicao dos sujeitos em uma caixa d’agua opaca (50 cm de raio),
dividida em quatro quadrantes, estando uma plataforma de 8cm? escondida em um
deles. O teste de labirinto aquatico é realizado por meio de uma bateria de quatro
tentativas, sendo dois minutos o tempo maximo para o encontro da plataforma,
durante trés dias. A diferenca no tempo de laténcia em relacdo ao 1° dia de teste
sera utilizada para analisar a capacidade de aprendizagem de cada grupo.

Todos os testes foram gravados e os videos analisados pelo programa

ANY MAZE stoeling.

2.5 PERFUSAO

No dia subsequente aos testes comportamentais, 0os animais foram
anestesiados via intraperitonial com quetamina:xilazina. A seguir foi realizada a
perfusdo através da canula de polietileno inserida no ventriculo esquerdo,
primeiramente com solucdo salina tamponada 9% por 5min, e entdo, solucdo de
paraformaldeido 4% em tampéao fosfato (pH=7,2 a 7,4), durante 5min. Apds este
periodo, foi realizada craniotomia delicada para a retirada do encéfalo. O mesmo foi

imerso em solucédo de sacarose 30% para a crioprotecdo. Apds, houve seccao em
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criostato (Leica CM1850) a 60um de espessura, sendo o0s cortes coletados
serialmente. Posteriormente, os cortes foram poés-fixados em solucdo de
paraformaldeido 2% e os espécimes foram submetidos a imunohistoquimica com o

anticorpo Neu-N.

2.6 IMUNOHISTOQUIMICA

Todos os quarenta e oito animais tiveram secc¢des reagidas para o
reconhecimento da proteina nuclear neuronal (Neu-N). Primeiramente, as seccdes
foram incubadas por 30 minutos em tampéao borato 0,2M e pH 9,0 a 60°C. Houve
trés lavagens de 5 minutos em tampéo fosfato 0,1M. Em seguida ocorreu incubacao
em Triton 3% durante 30 minutos, seguido de lavagem em tampéao fosfato 0,1M.
Logo apos, foi realizada inativacdo da peroxidase enddégena (com incubacéo das
seccOes em H,0,), visto que a revelacao do anticorpo € dependente de peroxido de
hidrogénio. Em seguida os cortes histologicos foram embebidos em solucéo de leite
desnatado 1%, a fim de evitar marcacfes inespecificas e incubados no anticorpo
primario (anti-Neu-N, mouse waco puré chemical industries, Ltd) na concentracao
de 1:1000, overnigth.

No dia seguinte os cortes foram colocados em solucdo contendo o
anticorpo secundario biotinilado anti-mouse IgG (VECTOR) diluido 1:200 em
tampéao fosfato 0,1M, durante duas horas. Logo apds, foram incubados em solucéo
de Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC, Vector Laboratories©, USA, 1:200) por uma
hora.

As seccdes sofreram a revelacdo da peroxidase presente nos sitios de
ligacdo antigeno-anticorpo em presenca de Diamino Benzidina (DAB) e Niquel. A

reacdo foi interrompida apds o0s ndcleos neuronais serem detectadas ao
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microscépio optico.

Por fim, as seccdes foram lavadas para retirar o excesso de DAB e
montadas em l|aminas pré-gelatinizadas, secadas a temperatura ambiente e
posteriormente, desidratadas em &lcool em varias concentracbes (70, 80, 90, e
100%), para entéo serem diafanizados em xilol e cobertos com Entellan (Merck®©) e

laminula.

2.7 ANALISE ESTEREOLOGICA

Para as andlises do numero de neurdnios da camada polimorfica do giro
denteado hipocampal, foi utilizado um microscopio Optico (Nikon), com placa
motorizada (Prior) para transmissao de informagao das trés coordenadas espaciais
(X,Y,Z) de cada ponto, sendo utilizado o programa Stereologer. Primeiramente, a
area de interesse foi definida e delimitada com a objetiva de menor aumento (2x),
sendo entdo pela objetiva de maior aumento (40x). A determinacdo do numero de
neurdnios foi realizada por meio da distribuicdo aleatéria e sistematica de blocos de
contagem dentro de uma série de secc¢des contidas na regido de interesse. Os
limites da regido de interesse informam para o programa as trés dimensdes da
caixa de contagem (largura, comprimento e altura, através dos eixos y, X e z,
respectivamente), o espacamento entre elas, e as zonas de guarda preenchendo
um protocolo definido pelo préprio programa. O programa permite a definicdo de
zonas de guarda de forma superpostas as superficies de corte da fatia. ApGs estas
definicbes, o programa exibe a disposicdo espacial das caixas para contagem em
relacdo ao contorno da area de interesse a partir dos parametros preenchidos, ou
seja, caixas de contagem foram geradas automaticamente pelo programa em cada

um dos pontos de intersec¢cdo da sonda estereoldgica com o plano onde estava
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situada a fatia. Ha assim, um deslocamento em sequéncia automatico da posi¢ao
da lamina para se iniciar uma nova contagem em uma nova caixa ao término de
uma caixa antes indicada.

Finalizada a contagem de todas as caixas de cada sec¢ao, 0 programa
fornece a estimativa do numero total de células naquela sec¢do, gerando dados
estatisticos onde se incluem o namero total de células identificadas e a estimativa
total esperada para a sec¢éo associando-se a um coeficiente de erro. O coeficiente
de erro indica se as dimensdes, assim, como a quantidade de caixas de contagens
foram adequados para a leitura dos valores médios relacionados ao numero total de
neurdnios da camada em questao.

Para a estimativa do numero total de neurbnios de cada individuo
empregou-se meétodo do fracionador optico (West et al., 1991), multiplicando-se o
numero de objetos contados dentro de cada bloco pelos valores de probabilidade da

amostra.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Para analise das diferencas entre os grupos experimentais foi utilizada
analise de variancia (ANOVA) comparativa do teste de campo aberto, labirinto
aquatico e contagem estereologica, seguida do teste de comparacdo mdultipla de
Tukey, onde foram adotados os valores para p<0,01 como estatisticamente
significativos. Para todos os parametros estatisticos utilizou-se o programa BioEstat,

versao 5.0.
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3. RESULTADOS

3.1 EFEITOS DO METILMERCURIO SOBRE A ATIVIDADE LOCOMOTORA.

A fim de avaliar os efeitos do metilmercurio sobre a atividade locomotora
foi utilizado o teste de campo aberto, medindo o nimero de cruzamentos de
guadrantes. Os perfis locomotores e efeitos protetores do composto selenado
mostraram-se dependentes do estagio de desenvolvimento dos ratos da linhagem
Wistar.

O animais tratados com MeHg a partir do primeiro dia de nascimento (P1)
por 20 dias, apresentaram reducéo significante de 74+16% na atividade locomotora
em relagcéo ao grupo controle. O Selenito de Sodio ndo foi capaz de proteger contra
a acao deletéria do metal, ja que os animais tratados com o composto selenado e o
metilmercurio, concomitantemente, apresentaram diminuicdo locomotora significante

de 63+20% em relagcéo ao controle.

200% -
180% -
160% -
140% -
120% -
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0% . .
Controle Se MeHg MeHg/Se
Esposi¢ao por 20 dias

Cruzamentos (% controle)

Figura 1. Perfil locomotor de ratos lactentes tratados com MeHg e Selenito de Sdédio por 20 dias, a
partir do nascimento. O nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas foi utilizado para medir
a atividade locomotora. (*) p< 0,01 em relagéo ao grupo controle.
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No grupo P21, no qual os animais foram tratados por 10 dias com selénio
e MeHg, foram observados sintomas locomotores divergentes em relacdo aos
animais mais jovens, visto que o grupo tratado apenas com MeHg apresentou
aumento de 135%+32 na locomocdo, em relacdo ao controle. Também houve
protecdo promovida pela adicdo do composto de selénio a dieta (% de cruzamentos
semelhantes ao controle). A administracdo de selenito de so6dio sozinho, nédo

apresentou diferengas significativas em relagéo ao grupo controle (Figura 2).

300% - *
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Cruzamentos (%controle)
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Controle Se MeHg MeHg/Se
Exposicao por 10 dias

Figura 2. Perfil locomotor de ratos jovens tratados com MeHg e Selenito de Sédio por 10 dias, apés o
21° dia de nascimento. O nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas foi utilizado para
medir a atividade locomotora. (*) p< 0,01 em relagdo ao grupo controle.

3.2 ACAO DO METILMERCURIO SOBRE A MEMORIA E APRENDIZADO

DE RATOS EM DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO.

Os animais P1 tratados por 20 dias apresentaram declinio no tempo de
laténcia em todos 0s grupos experimentais, como observado no teste do labirinto
aquatico de Morris, revelando que o MeHg, ao contrario da observacdo comum da
literatura cientifica, ndo provocou efeitos sobre a cognicdo dos animais expostos

(Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo do aprendizado de ratos lactentes tratados com MeHg e Selenito de Sadio por 20
dias, a partir do nascimento. A diminuicdo do tempo de laténcia foi utilizada para medir o aprendizado.
(*) p< 0,01 em relacéo ao 1°dia de teste.

Os resultados obtidos com o grupo de animais P21, expostos por dez dias
ao composto mercurial, no teste do labirinto aquatico estdo sumariados na figura 4,
gue mostra a variacdo dos tempos de laténcia ao longo dos trés dias de teste. Em
relacdo ao primeiro dia de teste, os animais do grupo controle apresentaram
diminuicdo de 57+30% no tempo de laténcia (tempo para encontrar a plataforma) no
3° dia de teste, indicando aprendizado normal. O grupo de Selenito de Sddio
apresentou caracteristica semelhante, com reducéo significante no tempo de
laténcia no 2° (27+7%) e no 3° dia de teste (64+22%). Por sua vez, 0 grupo
intoxicado com MeHg ndo apresentou diminuicdo significativa em relacdo ao
primeiro dia de teste (reducéo no 2° dia: 18+9%; reducéo no 3° dia: 6+10%) , tal fato
pode estar ligado a acéo prejudicial do MeHg sobre areas relacionadas a producéo e
modulacdo da memoéria e aprendizado, como o hipocampo, coOrtex entorrinal e
cerebelo. Apesar de observar-se uma nitida tendéncia na reducdo da laténcia, o

ultimo grupo (Se+MeHg) apresentou perfil semelhante ao grupo tratado com MeHg
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(reducao no 2° dia: 25+17%; reducgao no 3° dia: 31+27%), mostrando que o Selenito

de Sodio nédo foi capaz de proteger contra os efeitos observados no grupo exposto

ao MeHg.
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Figura 4. Avaliacdo do aprendizado de ratos jovens tratados com MeHg e Selenito de Sédio por 10
dias, ap6s o 21° dia de nascimento. A diminuicdo do tempo de laténcia foi utilizada para medir o
aprendizado. (*) p< 0,01 em relacdo ao 1°dia de teste.

3.3 CONTAGEM ESTEREOLOGICA DE NEURONIOS DA CAMADA
POLIMORFICA DO GIRO DENTEADO DO HIPOCAMPO DE RATOS EM
DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO.

A fim de relacionar alguns dos efeitos comportamentais observados apés

a exposicdo ao MeHg com mudancas quantitativas na populacdo de neurbnios no

hipocampo, foi realizada imunoistoquimica para anticorpo Neu-N associada a

contagem estereoldgica na camada polimérfica do giro denteado do hipocampo.
Quanto ao grupo experimental, no qual os animais foram tratados por 20

dias (P1), ndo se observou diferencas quantitativas na populacdo de neurdnios
estudados em nenhum dos subgrupos, em relacdo ao grupo controle, corroborando

com os resutados do labirinto aquético para este estagio de desenvolvimento,
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quando néo foram observados déficits comportamentais resultantes deste pardigma

de exposicéao (Figuras 5 e 6).



Figura 5. Fotomicrografias ilustrando a
marcagao imunohistoquimica com
anticorpo Neu-N. Controle (A), Selenito de
sadio (B), MeHg (C), Selenito de sédio +
MeHg (D). Células nas caixas de
contagem do Stereologer, os pontos em
verde representam o numero de células
contadas por caixa, MeHg (E), Controle
(F). Escala = 100um.
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Figura 6. Efeito neurotédxico induzido por metilmercurio por 20 dias sobre o nimero de células do giro
denteado do hipocampo. Resultados expressos em relacdo ao grupo controle + média de desvio
padrdo.

A exposicao de animais ao metilmercurio por 10 dias (grupo P21), causou
diminuicdo significativa de aproximadamente 13,6+1,62 mil neurénios em relacao ao
grupo controle (34.333+2.944), provavelmente como resultado da maior eficiéncia na
transferéncia do composto mercurial por via oral. O grupo administrado com selenito
de sddio apresentou aumento do niumero neuronal (35.857+5.242), no entanto este
nao foi significante em relacdo ao grupo controle. Ja os animais que ingeriram MeHg
juntamente com selenito de soédio, também apresentaram diminuicdo neuronal
significante em relacdo ao grupo controle, de aproximadamente 11,8+3,07 mil

(Figuras 7 e 8).
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Figura 8. Efeito neurotédxico induzido por metilmercurio por 20 dias sobre o nimero de células do giro
denteado do hipocampo. Resultados expressos em relacdo ao grupo controle + média de desvio
padrdo. (*) p< 0,01 em relacdo ao grupo controle.
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4 DISCUSSAO

A utilizacdo de modelos experimentais € uma alternativa eficaz para a
avaliacdo dos efeitos deletérios de diversas toxinas. Os modelos animais, por sua
vez, sao bastante utilizados devido aos resultados semelhantes encontrados em
humanos. Neste estudo, foram utilizados ratos da linhagem Wistar a fim de avaliar
os efeitos comportamentais e sobre as células neuronais em um modelo

experimental in vivo de exposi¢cdo ao metilmercurio (MeHg).

Na literatura, os modelos in vivo oferecem a oportunidade de estudo dos
efeitos sistematicos da intoxicagdo mercurial, mimetizando-o0s, mesmo que algumas
vezes de forma restrita. Na industria farmacéutica, este modelo &€ de suma
importancia antes dos testes de farmacos em humanos, além de sua utilidade em
experimentos que visam o entendimento dos mecanismos celulares subjacentes a

intoxicacdo mercurial.

Como resultado dos estudos realizados nesta area, observa-se elevada
diversidade de efeitos creditados a exposicdo mercurial, seja em funcdo do modelo
experimental (in vivo, in vitro, uso de linhagens celulares, etc), tipo de exposicéo,
tempo de exposicdo ou estagio de desenvolvimento animal, ver referéncias em
CASTOLDI et al., 2008. Estas variacdes contribuem para a diversidade de sintomas
e de danos neurais, contribuindo para a dificuldade e necessidade de encontrar

solugdes para tal problema ambiental.

E bastante comum a observacdo de efeitos oxidativos na toxicidade
associada ao MeHg, gerando como resultado distarbios em organelas como

mitocdndrias, complexo de golgi e reticulo endoplasmatico rugoso (CASTOLDI et al.,
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2001). Nas mitocondrias, os radicais livres atuam na membrana mitocondrial
alterando a homeostase do célcio, que por sua vez altera o potencial de membrana

mitocondrial.

Neste estudo os animais tratados por dois periodos e fases de
desenvolvimento diferentes, apresentaram perfis comportamentais e neuronais
distintos, corroborando com achados da literatura, que enfatizam a dependéncia da
idade e da fase do desenvolvimento para os achados resultantes desta exposi¢cao
(REED et al., 2008; CARVALHO et al., 2007). Inimeras evidéncias (FRANCO et al.,
2006; MANFROI et al., 2004, SAKAMOTO et al., 2002; HIMI et al., 1996) revelam
gue a exposicdo ao metilmercurio € capaz de induzir um padrdo de mudancas
neuroquimicas e comportamentais em ratos jovens ao final do periodo de lactagéo.
Entre estas alteracbes, a anorexia e o0s déficits motores despontam como as

principais consequéncias da exposicao a este metal.

Sob nossas condi¢des experimentais, 0s animais intoxicados com MeHg
por 20 dias (P1l) por meio da lactacdo apresentaram déficits locomotores
importantes, corroborando os achados de Franco e colaboradores (2007). Em nitido
contraste, no entanto, paradigmas experimentais diversos mostraram que a
exposicado ao MeHg nesta fase inicial de desenvolvimento pode resultar em sintomas
hiperlocomotores (STRINGARI et al., 2006, GOULET et al., 2003; MANFROI et al.,

2004).

Em geral, a observacdo de sintomas hiperlocomotores pode estar
relacionado a susceptibilidade destes animais jovens a a¢cdo mercurial, resultante de
peroxidacdo lipidica, liberacdo de oxido nitrico e desregulacdo de enzimas

importantes para diminuicdo do estresse oxidativo, além da morte de células
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granulares do cerebelo (CARVALHO et al, 2007; FRANCO et al. 2007;
WAKABAYASHI et al.,, 1995). Entretanto, a hipolocomog¢do, como observada em
nestes experimentos, pode estar relacionada a concentracéo efetiva de mercurio ou
a sua efetiva transmissdo pela amamentacédo, visto que o mercurio inorganico €
transferido com mais eficiéncia pela lactacdo do que o mercurio orgéanico
(SUNDBERG et al., 1998). Desta forma, animais neonatos poderiam apresentar
dificuldades no sistema de conversao de forma orgéanica a inorganica, resultando
assim em diminuig&o de atividade locomotora, como observado nos testes de campo

aberto (FRANCO et al., 2006; MANFROI et al., 2004)

O selenito de sbdio, composto a base de selénio, amplamente utilizado
em experimentos in vivo e in vitro, age como um antioxidante importante contra a
intoxicagéo mercurial (AGARWAL & BEHARI, 2007a; AGARWAL & BEHARI, 2007b).
Entretanto, Su e colaboradores (2008) demonstraram que o acumulo de mercurio
pode ser aumentado quando ha coadministracdo com selénio. Tendo em vista que
animais jovens (1° ao 20° DPN) estdo em pleno desenvolvimento do sistema

nervoso, o selénio pode ndo ter sido capaz de reverter os efeitos do mercurio.

No periodo de exposicao de 10 dias (animais mais velhos, P21), o grupo
intoxicado com MeHg apresentou sintomas hiperlocomotores. Stringari e
colaboradores (2006), mostraram como 0 aumento da idade do animal resulta em
efeitos hiperlocomotores em camundongos expostos de forma aguda ao MeHg. Este
efeito, provavelmente, esta ligado ao tempo de exposicdo, idade do animal e dose
administrada, visto que, exposi¢des por tempos prolongados e em pequenas doses
podem gerar efeitos periféricos secundarios, tais como desmielinizacdo, atrofia
muscular e diminuicdo da atividade locomotora (HEALTH et al.,, 2007). Em

experimentos anteriores realizados em nosso laboratério, fora do escopo deste
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trabalho (SANTOS et al., 2009), animais expostos por 30 dias (P21) ao MeHg
apresentaram reducédo na atividade locomotora e equilibrio, mostrando como a agéo

do metal € dependente do estagio de desenvolvimento e tempo de exposic¢ao.

No que diz respeito a influencia do mercurio sobre a memoria e
aprendizado, nossos resultados sdo semelhantes a outros achados, em relagéo aos
animais puberes. Os efeitos comportamentais da intoxicagdo mercurial ndo se
restringem somente aos aspectos locomotores e de equilibrio. Neonatos expostos ao
mercario organico apresentaram diminuicdo nos niveis de GPx, triptofano,
superoxido desmutase e catalase, no hipocampo. Tais alteragcbes podem resultar em
alteracdoes na plasticidade sinaptica (VICENTE et al., 2004). Johnsen-Soriano e
colaboradores (2007), em um modelo que combinava o estudo do estresse oxidativo
como resultado de exposicdo ao etanol, demonstraram o aumento no tempo de
laténcia em ratos da linhagem Sprague-Dawley, mostrando de que forma a
potenciacdo de longa duracéao (LTP, Long-term potentiation) pode ser afetada neste
modelo. Em acordo com esses resultados, Falluel-Morel e colaboradoes (2007)
observaram o aumento no tempo de laténcia em ratos puberes intoxicados com

mercurio utilizando paradigmas semelhantes.

Estes efeitos moleculares da intoxicagdo mercurial, muitas vezes
culminam com a morte celular. Dentre os tipos celulares mais afetados estdo os
astrécitos, envolvidos em inumeras fung¢des cruciais para o tecido neural, tais como
a migracdo neuronal durante o desenvolvimento, a liberacdo de fatores
neurotréficos, além da capacidade de interferir na comunicacao neuronal, agindo na
recaptacdo de glutamato e outros neurotransmissores. Outras interagbes entre
astrécitos e neurdnios incluem seu papel obrigatério no fornecimento de moléculas

precursoras para a sintese de glutationa neuronal, controle do pH extracelular e
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balanco i6nico (SHANKER et al., 2001; ASCHNER et al., 2000). O mercurio causa
excitotoxicidade em virtude da inibicdo do transporte de glutamato pelo astrocito,
aumentando a vulnerabilidade do neurdnio aos radicais livres e ativacdo em excesso

de receptores NMDA, culminando na morte celular (MORETTO et al., 2005).

Falluel-Morel e colaboradores (2007) através intoxicacdo de ratos
puberes, mostraram como o MeHg pode induzir morte celular acentuada na camada
polimérfica do giro denteado do hipocampo, por meio de varios eventos moleculares
diferentes, desde a inibicdo da proliferagdo celular, bem como o aumento de
enzimas pro-apoptoticas como caspase-3, culminando na diminuicdo da memoria

espacial.

Em contrapartida, Wakabayashi e colaboradores (1995) mostraram que a
administracdo de MeHg em trés estagios de desenvolvimento diferentes, provoca
niveis diferentes de lesdo. Neste, as lesées no hipocampo de ratos jovens sao mais
severas do que em ratos neonatos e adultos. Tais resultados estdo em concordancia

com nossos achados.

Em nossos resultados, a contagem dos controles, foi semelhante ao
encontrado por Miki e colaboradores (2005), com média de 34 mil neurénios na
camada polimérfica do giro denteado do hipocampo. Neste contexto, a contagem
estereoldgica se apresenta como ferramenta importante na avaliagdo qualitativa e
guantitativa das lesdes causadas por varias injarias, por meio de estrapolacdo da
estrutura tri-dimensional a partir de uma estrutura bi-dimensional. A contagem do
namero de neurdnios no hipocampo de ratos entre 16 e 30 dias foi identificada em
todas as suas subdivisdes. Particularmente, no giro denteado foram contados

36.700 neurbnios na regido do hilo, e 483.000 células granulares na camada
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granular (SLOMIANKA & WEST, 2005; MIKI et al., 2005).

Estudos tém evidenciado que compostos organomercuriais sao
responsaveis pela diminui¢cdo dos niveis de GSH e aumento dos niveis de peréxidos
e substancias reativas de &cido tiolbarbitirico no SNC de camundongos (FARINA et
al., 2005; MANFROI et al., 2004). O MeHg atua na deplecéo de diversas enzimas
anti-oxidantes importantes para a célula (CHEN & BERRY, 2003; FARINA et al,
2003a; FRISK et al.,, 2003), dentre as quais podem ser citadas a glutationa
peroxidase (GPx) e a glutationa reduzida (GR), (FLOHE et al., 1973; KAUR et al.,
2006). O selénio, por agir como mimético da GPx e fazer parte da composicéo
guimica da GSH, tem sido investigado como um composto capaz de atenuar 0s
mecanismos da intoxicacdo por MeHg (BEYROUTY & CHAN, 2006; AGARWAL &

BEHARI, 2007b).

Mecanismos que conduzem a formacdo de radicais livres tém sido
estimados como uma dos fatores causais nos danos associados a exposicdo ao
mercurio. Por isso, 0 uso de antioxidantes naturais e sintéticos apresenta-se como
uma ferramenta importante, como um suporte para a modulacao dos niveis celulares
de glutationa, metalotioneinas e outras moléculas antioxidantes (REED et al., 2006).
Sendo assim, outros compostos antioxidantes estdo sendo explorados, como o
extrato das folhas de mogno (Swietenia macrophyla) que mostrou grande
concentracdo de acidos fendlicos e flavondides, que podem ser os responsaveis

pelas atividades antioxidante e citoprotetoras deste extrato.

O selénio possui efeitos comprovados como composto anti-oxidante, tanto
como agente quelante de metais como substrato para a producédo da glutationa. No

entanto, é importante e necessario ter em mente que as diferencas de dose, tempo
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de exposicdo, estagio de desenvolvimento animal e origem do selénio, sdo
preponderantes para a sua eficacia. Neste estudo, ratificou-se a agéo deletéria do
metilmercurio, principalmente, no que diz respeito a capacidade de locomocao e
aprendizado dos animais mais velhos (P21), e como ao selénio interferiu de forma
parcial, revertendo apenas os efeitos locomotores nestes animais. Sendo assim, faz-
se importante o estudo de novas formas de exposicao e utilizacdo outros modelos
experimentais, a fim de elucidar os mecanismos de acédo mercurial e sua interacao

com compostos antioxidantes no desenvolvimento.
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5 CONCLUSOES

- Ratos da linhagem Wistar neonatos (P1) expostos ao MeHg por 20
dias apresentaram reducéao significativa na atividade locomotora em relagdo ao
grupo controle. Em relagéo ao grupo de animais mais velhos (P21) tratados por
10 dias apresentou resultados nos testes comportamentais compativeis com
hiperlocomocdo. Quanto ao aprendizado de memoria espacial, somente este

altimo grupo apresentou aumento no tempo de laténcia no labirinto aquético;

- A andlise histologica demonstrou perda celular significativa na
populacdo de neurdnios hipocampais (camada polimérfica do giro denteado)
apenas no grupo de animais P21 tratados por 10 dias com MeHg, quando

comparados ao grupo controle;

- Neste modelo experimental, a exposicdo ao MeHg resultou em
efeitos neurotdxicos dependentes do periodo de desenvolvimento animal. A
utilizacdo de composto de selénio promoveu apenas protecdo parcial em

relacéo aos déficits locomotores observados.
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