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RESUMO

O metimercdrio (MeHg) é um composto comprovadamente neurotdxico cujos
mecanismos degenerativos ainda ndo estdo bem esclarecidos. No sistema nervoso
central o MeHg é sequiestrado do intersticio preferencialmente por astrécitos diminuindo
a carga de exposi¢do neuronal. Estudos in vitro demonstraram que a prolactina (PRL)
possui efeitos mitogénicos sobre astrocitos, além de regular a expressao de citocinas
pro-inflamatorias. Este estudo teve por objetivo investigar efeitos protetores da
prolactina sobre disturbios provocados por MeHg na viabilidade, morfologia, expressao
de GFAP (glial fibrillary acidic protein), mitogénese e liberacdo de interleucina-1p (IL-
1 B) em cultivo glial de cortex cerebral de ratos neonatos focalizando as células
astrogliais. A exposicdo a diferentes concentracdes de MeHg (0,1, 1, 5 e 10 uM) a
diferentes intervalos de tempo (2, 4, 6, 18 e 24 h) ocorreu em cultivos com 10% de soro
fetal bovino (SFB). Os resultados obtidos demonstraram diminuicdo progressiva de
20% e 62% da viabilidade celular ap6s exposicdo as concentragdes de 5 e 10 uM MeHg
no tempo de 24 h, respectivamente, pelo método do 3-4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazdlio bromide (MTT) e disturbios na expressdo e distribuicdo de GFAP. Diferentes
concentracOes de prolactina (0.1, 1 e 10 nM) foram adicionadas em meio sem soro fetal
bovino (FBS) para avaliar sua acdo proliferativa isoladamente. Esta acdo foi confirmada
com indugdo de mitogénese em cerca de 4.5x em 18 h de observacdo na maior
concentracdo (10 nM PRL). Nestas condi¢des (sem SFB) foram analisados os efeitos da
associacdo de 1 nM PRL + 5uM MeHg em teste de viabilidade, expressdo de GFAP,
morfologia celular, indice mitético e liberacdo de IL-1f com o objetivo de estudar
possiveis efeitos citoprotetores deste hormoénio. A PRL atenuou os distdrbios
provocados pelo MeHg, aumentando a viabilidade em 33%, a expressdo de GFAP,
proliferacdo celular (4x) e atenuando os distirbios morfoldgicos, incluindo picnose
nuclear e lise. Adicionalmente, a PRL induziu amplificacdo da liberacdo de IL1J
quando associada ao MeHg. Estes achados confirmam a hipétese de que a PRL possa
atuar como um agente citoprotetor em cultura primaria de glia e particulamente em

astrocitos, acdo esta aditiva aos seus efeitos mitogénicos.

Palavras-chaves: metilmercurio, prolactina, glia, astrécitos e citoprotecéo.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is a compound highly neurotoxic and its degenerative
mechanisms are not very clear yet. In Central Nervous System, MeHg is mostly uptake
by astrocytes, decreasing neuronal exposition. Studies demonstrated that prolactin
(PRL) has mitogenic effects on astrocytes and it can regulate pro-inflammatories
cytokines expression. The aim of this work was to verify the protective effects of PRL
on disturbs provoked by MeHg on cellular viability, morphology, GFAP (glial fibrillary
acidic protein) expression, mitogenesis and release of interleukin-1f in glia primary
culture of cerebral cortex of newborn rats, with astrocytes in focus. Glia primary culture
were exposed to differents concentrations of MeHg (0,1, 1, 5 e 10 uM) in differents
time intervals (2, 4, 6, 18 e 24 h) in medium with fetal bovine serum 10%. Results
demonstrated progressive decreasing of 20% e 62% on cellular viability after exposed to
5 e 10 uM MeHg for 24 h, respectively, by MTT [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide] assay and disturbs in the GFAP expression and
distribution. Differents concentrations of PRL (0.1, 1 e 10 nM) were added in free
serum medium to evaluate it proliferative action. This was confirmed by mitogenesis
induction around 4.5x in 18h at 10 mM PRL. In this conditions (free serum) were
evaluated the effects of co-treatment of 1 nM PRL + 5 uM MeHg on cellular viability,
morphology, GFAP expression, mitotic index and release of IL-1B. PRL attenuated
disturbs caused by MeHg, increasing viability in 33%, GFAP expression, cellular
proliferation (4x), and attenuating morphologic alterations like nuclear picnosis and
lisis. These findings prove that PRL can act like a cytoprotective agent in primary

culture of glia, particularly in astrocytes, in addition to its mitogenic effects.

Key-words: methylmercury, prolactin, glia, astrocytes and cytoprotection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mercurio

De acordo com a “Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR)” dos
Estados Unidos, o mercdrio (Hg) € o terceiro metal encontrado mais frequentemente e a
substancia mais toxica (ATSDR, 2001). A toxicidade do mercurio é considerada a segunda
causa mais comum de contaminagdo aguda por metal pesado, com 3.956 casos relatados em
1997 pela “Association of Poison Control Centers” (OZUAH, 2000).

Anualmente a emissdo de mercurio na atmosfera em todo o0 mundo tem sido estimada
em 2.200 toneladas (FERRARA et al, 2000). Um terco dessas emissdes originam-se de fontes
naturais (erupcgdes vulcénicas) e os outros dois tercos originam-se de fontes antropogénicas.
Esse composto encontra-se no meio ambiente em trés estados basicos: mercurio elementar ou
vapor de mercurio, mercurio inorganico e organico (etil-, metil-, alquil- e fenilmercurio).

O mercario elementar é encontrado em termdmetros, termostatos, amalgamas
dentérias e eventualmente muda para um estado de vapor. Quando absorvido o vapor de
mercUrio elementar pode atravessar a barreira hemato-encefalica e a placenta (OZUAH,
2000). Esse metal pode também ser metilado por microorganismos que estdo no solo e na
agua, sendo transformando em metilmercuario, a forma encontrada nos peixes, fungicidas e
pesticidas.

O mercdrio inorganico pode ser encontrado em cosméticos, laxativos, diuréticos e
anti-sépticos. Ele pode ser formado a partir do metabolismo do vapor de mercdrio ou do
metilmercurio (CLARKSON, 2002). Normalmente ndo atravessa a barreira hemato-encefalica
ou a placenta, mas quando complexado com glutationa pode causar problemas renais ou
gastrintestinais. O mercuario organico (metilmercurio) é considerado a forma mais tdxica e
mais frequiente de exposicéo.

O metilmercario (MeHg) é quase completamente absorvido no trato gastrintestinal
(90-95%), porém como este metal realiza extensivamente o ciclo enterohepatico, uma fracéo
de mercurio presente na bile € convertido pela microflora intestinal em mercurio inorganico.
Desta forma, boa parte do MeHg é eliminado do organismo ap6s demetilacdo e excrecdo da
forma inorganica através das fezes (OZUAH, 2000; CLARKSON, 2002). Entretanto, apés o

processo de distribuicdo por todos os tecidos, aproximadamente 10% deste metal pode ser



encontrado no sistema nervoso central. Contudo, a alta mobilidade do MeHg néo consiste na
sua solubilidade lipidica, pois o metilmercurio esta presente no organismo como um
composto hidrossoltuvel, complexado principalmente com ligantes tidis. Ele atravessa a
barreira hemato-encefélica ligado a L-cisteina, assim a maior toxicidade da exposi¢do ao
metilmercurio envolve o sistema nervoso central (CLARKSON, 2002).

A exposicdo tanto a forma orgédnica quanto & forma inorganica do mercdrio
representam um significativo problema toxicologico para espécie humana (HANSEN et al.,
1990). A preocupagdo com contaminagdo ambiental gerada pelo mercdrio ganhou maior
destaqgue em ambito mundial devido a dois grandes acidentes ambientais ocorridos nas
décadas de 50 e 60 em Minamata no Japao (ROSS, 1996) e no Iraque (BAKIR et al, 1973),
onde milhares de pessoas morreram de uma doenca conhecida posteriormente como Doenga
de Minamata. Este fato despertou o interesse de cientistas que tentavam compreender como o
mercurio prejudicou 0 homem de maneira tdo severa.

A partir desse momento, os estudos avancaram e estabeleceu-se que o metilmercdrio é
0 composto que traz grandes riscos a saude humana, sendo produzido através da metilacdo do
mercUrio por bactérias presentes no ambiente. Entretanto, entendeu-se que o fato da agua
conter altos niveis de mercurio inorganico é um fator secundario, pois é necessaria a presenca
de bactérias no ambiente, pois este metal é toxico para esses microorganismos. Assim, esses
seres vivos tentam expulsa-lo, transformando-o em metilmercdrio, uma molécula lipossoluvel
e mais facilmente eliminada do organismo, além disso, sdo necessarias condi¢Ges adequadas
de pH e temperatura (WASSERMAN et al, 2001).

1.1. Mercurio na Amazodnia

Na regido Amazonica o problema do mercurio ganhou atengdo na década de 80 com o
inicio da atividade garimpeira. O extrativismo indiscriminado do ouro, particularmente no
Baixo Amazonas, seria um dos principais responsaveis pela contaminacdo ambiental por
mercuario, onde estudos estimam que esta atividade mineral langou entre 1975 a 2002
aproximadamente 3000 toneladas deste metal no ambiente da regido (LACERDA, 2003). O
mercurio é depositado nas dguas na forma inorgénica e, assim passa a ser acumulado nos

animais destes ecossistemas. Quando liberado no ambiente aquatico, este metal pode ser



biometilado, culminando na sua transformacdo em metilmercurio, sendo este o principal
composto de intoxicacdo dos organismos aquaticos (LEBEL et al, 1998).

Pesquisas recentes indicam que as emissdes de mercurio na Amazonia ndo sao apenas
de origem garimpeira, podendo também ocorrer por incéndios florestais, 0s quais promovem a
emissdo do merclrio inorganico conjugado ao ferro (Hg™-Fe) presente nos solos e na
biomassa vegetal. Assim ele pode ser volatilizado para a atmosfera na forma de mercdrio
metalico (Hg®). Neste ambiente, ele sofre oxidacéo, retornando para 0s solos e rios junto com
a 4gua da chuva na forma de mercirio inorganico (Hg® *) (Figura 1), devido a essa fase
atmosférica do mercurio, ele pode ser transportado para regides remotas e acumular-se em
reservatorios hidricos onde ocorrerd sua metilacdo (MeHg) por bactérias metalogénicas
(WASSERMAN et al., 2001). O mercurio organificado passa a ser acumulado na cadeia
alimentar principalmente em animais carnivoros de ciclo de vida longo. Portanto, pode-se
encontrar focos de contaminacdo por mercurio distantes de fontes antropogénicas como
demonstrado em recente investigagdo sobre a biodisponibilidade e bioacumulagéo do
mercUrio na cadeia alimentar ao longo do Rio Madeira (LECHLER et al., 2000).

O metilmercdrio sofre bioacumulagdo na cadeia alimentar aquéatica e quanto mais no
topo da cadeia o animal estiver, maior a quantidade de MeHg acumulada no seu organismo,
pois torna-se mais dificil a eliminacdo do mesmo. Estudos demonstram que no reservatorio de
Tucurui, uma regido proxima a area de atividade garimpeira, e no reservatorio de Balbina,
onde ndo ha atividade garimpeira nas proximidades, 0s peixes carnivoros apresentam
concentracfes de MeHg maiores que 0.2ug/g de peso (KEHRIG et al., 1998).

A reducgdo das emissbes de mercirio na Amazonia devido a reducdo da atividade
garimpeira provocou diminuicdo das concentragdes deste metal restrita as antigas areas de
mineracdo. O mercuario sofre remobilizacdo dos sedimentos e re-emissao dos solos, o que
deve contribuir para manutencao dos altos niveis de mercurio na regido. Este processo tem
sido acelerado pelo intenso plantio da soja na regido do Baixo Amazonas, o qual resulta em
vasto desflorestamento em estados como Rondonia e Amazonas (BASTOS et al., 2005).



Hg"-Fe Hg"-Fe

Solos ricos em ferro

Figura 1: O ciclo do mercurio no ambiente amazonico (WASSERMAN et al., 2001).

O homem torna-se uns dos principais afetados pela intoxicagdo mercurial, quando
usufrui o rio poluido para diversas atividades como a alimentacdo, pois 0s peixes que
apresentam os maiores niveis de MeHg sdo os mais consumidos pelo o homem, como o
tucunaré e a traira. As comunidades ribeirinhas e grupos indigenas sdo os principais afetados
pela contaminagdo de mercario. Estudos demonstraram que em algumas regifes a
concentracdo de MeHg nos peixes estd abaixo do limite recomendado para consumo pela
legislacdo Brasileira, porém o consumo continuo e em grande quantidade desses peixes pelas
comunidades indigenas e ribeirinhas pode torna-se um importante fator de risco de toxicidade
crbnica (LEBEL et al., 1998).

Segundo HARADA et al. (2001), o aparecimento de manifesta¢des clinicas da doenca
de Minamata na Amazonia devera seguir a regra da evolucdo da contaminacdo ambiental, em
cinco estagios: 1) contaminacdo ambiental pelo mercurio inorganico; 2) transformacdo do
mercurio inorganico em mercdrio organico (biometilagdo); 3) acumulo do mercurio orgénico
na cadeia alimentar aquatica; 4) acimulo do organo-metal pelo homem através da ingestéo de
peixes e; 5) aparecimento dos sinais e sintomas da doenca de Minamata. No entanto, o
registro do aparecimento dos sintomas desta doenca nos habitantes da regido amazo6nica ainda

é controverso, pois existem estudos que ndo observam quadro clinico semelhante a doenca de



Minamata, porém ha outros estudos que relatam intoxicacdo por MeHg e aparecimento de tais
sintomas (DOREA, 2003). GOCHFELD (2003) relata que o0 MeHg pode se acumular a niveis
suficientes para causar sintomas de intoxicacdo, e a mulher gravida pode transferir para o feto

quantidades de MeHg que sdo capazes de prejudicar o desenvolvimento do sistema nervoso.

1.3 Metimercurio no Sistema Nervoso Central

A principal toxicidade devido o metilmercurio (MeHg) que envolve o sistema nervoso
central causa disfuncdo autondmica e sensorial, desmielinacdo, migracdo neuronal e divisdo
celular anormal do sistema nervoso. Os sintomas cronicos da toxicidade incluem ataxia
cerebelar, neuropatologia periférica, perda de memodria, deméncia, tremores, depressao e
outros (LYN PATRICK, 2002). Exames patoldgicos de pacientes com varios destes sintomas
indicaram que o cértex cerebelar é uma das regides mais afetada por este composto (CHANG,
1980).

No sistema nervoso central acumula-se principalmente nos astrocitos, que sdo 0s
primeiros a encontrar MeHg quando atravessam a barreira hemato-encefalica. Essas células
contém altos niveis de metalotioneina e glutationa, ambas sdo carreadoras de metais pesados.
O metilmercurio altera a sintese de proteinas, interrompe a via de aminoacidos excitatorios e
promove 0 acumulo neurotéxico de serotonina, aspartato e glutamato (LYN PATRICK,
2002).

Os mecanismos de neurotoxicidade do MeHg ainda ndo sé&o bem esclarecidos, isto
ocorre talvez pelo fato de que multiplos mecanismos possam contribuir para a toxicidade
deste metal. Estudos demonstraram que este composto possui a propriedade de alterar a
homeostasia dos fons calcio (Ca*™) nas células nervosas (DENNY et al., 1996). E em culturas
celulares de cerebelo um aumento significativo da concentragdo de calcio intracelular [Ca*]i
mediada por este composto estd diretamente relacionada com o aumento da taxa de
mortalidade das células em cultura.

O MeHg induz a liberacdo do Ca*? de seus estoques intracelulares dentro do citossol,
em sinaptossomos, linfécitos T e células granulares do cerebelo (LIMKE et al., 2004). Como
a manutencdo da homeostase celular do célcio é de grande importancia para a geracdo de
sinais intracelulares, qualquer distirbio nessa homeostase ocasiona uma desregulacdo das

funcBes celulares e conseqiiente morte celular.



A falta de compreensdo sobre os varios mecanismos de neurotoxicidade do MeHg
pode ser exemplificado na acdo deste metal nas células do cerebelo, neste caso podemos
observar que as células granulares, os interneurdnios inibitorios e os astrécitos sdo altamente
sensiveis a toxicidade do MeHg, provocando desordem na citoarquiteura celular,
impededimento da sinaptogénese e da migracdo das células granulares. No entanto, as células
de Purkinje sdo menos sensiveis aos efeitos toxico do MeHg, porém acumulam maior
quantidade deste metal do que as células granulares (ATCHISON, 2005).

Contudo, talvez o principal efeito citotoxico do metilmercirio seja devido este
composto apresentar alta afinidade por grupos sulfidrilas, deste modo impedindo a funcéo de
muitas enzimas e proteinas. Por ligar-se ao grupo sulfidrila, ele altera toda a conformacéo
estrutural da proteina, assim ele atinge a célula como um todo, pois grande parte das proteinas
celulares essenciais € atingida. Em conseqiiéncia, as membranas celulares sdo desestruturadas,
os elementos do citoesqueleto e mitocéndrias também sdo alvos.

Um dos maiores alvos deste metal pode ser a glutationa, a qual protege o tecido
cerebral dos efeitos toxicos de muitas substancias exdgenas e endogenas. O grupo sulfidrila
da glutationa estd envolvido nas reacfes de desintoxicacdo enzimaticas, promovendo o
processo de transporte de mercurio e manutencao da integridade da membrana celular, ambos
0s quais também podem ser alterados pelo metal (TRENGA et al, 1991).

O distarbio na atividade mitocondrial também é um dos principais mecanismos de
neurotoxicidade do MeHg. Estudo in vitro demonstra que este metal causa uma rapida
inibicdo na atividade respiratéria de células do sistema nervoso central, através da inibicéo da
captacdo de oxigénio. Desta forma, a mitocondria torna-se o alvo direto e imediato do MeHg,
onde acredita-se que a cadeia de transporte de elétrons é provavelmente o sitio de efeitos
toxicos do metal, gerando um excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) no encéfalo
(YEE and CHOI, 1996). O uso de cultivos primarios de astrocitos como modelo de estudo
para intoxicacdo mercurial demonstrou a formacdo de ROS pelos astrécitos induzidos por
MeHg, sendo a mitoc6ndria o sitio inicial de producdo desses radicais. E que o potente dano
causado pelo ambiente intracelular oxidante é aumentado com a reducdo dos niveis de
glutationa (SHANKER et al., 2004).



1.4 Células do Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central (SNC) é constituido por dois principais tipos celulares:
neurénio e glia. O primeiro é o tipo celular mais altamente especializado, o qual forma
circuitos que constituem a base estrutural da fung&o cerebral, por isso é considerado a unidade
funcional do sistema nervoso. Os neur6nios sdo as células que processam as informacdes
oriundas do ambiente externo para gerar uma resposta efetora de uma determinada célula,
tecido, 6rgdo, sistema ou do organismo. Além disso, os neurdnios para desenvolverem suas
funcOes altamente especializadas necessitam de um ambiente extracelular controlado e livre
de agentes agressores, para isso 0s neurénios contam com o apoio das células gliais. Além de
fornecer o arcabouco para crescimento e direcionamento do neurénio, a glia também pode
atuar estabelecendo limites metabdlicos para protecdo funcional como na resposta imune. No
sistema nervoso, a glia ocorre em trés tipos celulares diferentes: oligodentrdcitos, microglia e
astrocito (ALLEN & BARRES, 2005; SEIFERT, SCHILLING, & STEINHAUSER, 2006).

Os oligodentrdcitos possuem citoplasma relativamente pequeno em relagdo ao nucleo,
mas seus varios processos sdo enviados para os axonios adjacentes formando a bainha de
mielina, a qual constitui um importante salto evolucionario para os organismos vertebrados,
pois Ihes conferiu um aumento excepcional na velocidade de condugéo do impulso nervoso ao
longo dos axdnios. Além disso, novos dados indicam que essas células também sdo capazes
de sintetizar fatores troficos como o fator de crescimento insulinico e fator de transformacéo
do crescimento- (transforming growth factor — TGF-P), esses fatores geram sinais aos
neurdnios adjacentes e podem regular a diferenciacdo celular e a formacdo da mielina
(HANSSON & RONNBACK, 2003).

A microglia, como o préprio nome define € a menor das células gliais, age como
fagdcitos, sdo as células imunes do SNC. Em casos de injdrias como isquemia ou traumas,
essas células removem debris celulares (DANTON & DIETRICH, 2003), em infeccOes
causadas por virus ou bactérias a microglia recruta leucécitos e torna-se uma célula
apresentadora de antigenos (NELSON et al., 2002). Além disso, a microglia ativada no sitio
da inflamacéo altera sua morfologia e libera citocinas (grupo de moléculas envolvidas na
emissdo de sinais entre as células para o desencadeamento das respostas imunes)
inflamatorias que amplificam o sinal da inflamacdo pela ativacdo e recrutamento de outras
células para o local da lesdo, como por exemplo, os astrocitos. As duas principais citocinas

pro-inflamatorias liberadas pela microglia séo interleucina-1p (IL-1 B) e fator de necrose



tumoral-o. (TNF- o), porém essas células também liberam mediadores anti-inflamatdrios,
desta forma agindo como uma célula mediadora da resposta imune no SNC (ver revisdo KIM
& JOH, 2006).

Os astrécitos sdo as células gliais mais numerosas, constituindo 20% a 50% do volume
de muitas &reas encefalicas, sdo implicados na segregacdo, manutencdo e suporte dos
neurdnios. Apresentam uma fungdo semelhante da barreira hemato-encefalica e,
desempenham um importante papel no desenvolvimento e reparacdo do SNC. Dentre as
células gliais, o astrocito particularmente possui o importante papel de regular o ambiente
quimico que envolve os neurbnios e as sinapses (EDDLESTON & MUCKE, 1993), ele
rapidamente remove e metaboliza neurotransmissores, como por exemplo, o glutamato, por
um sistema de transporte de alta afinidade (BRIDGES, et al., 1992).

Morfologica e funcionalmente, os astrocitos podem ser classificados em dois grupos:
o0s protoplasmaticos, que apresentam prolongamentos finos e ramificados, com corpo celular
grande, sendo encontrados na substancia cinzenta, e os astrécitos fibrosos, de corpo celular
pequeno e com prolongamentos longos e finos encontrados na substancia branca.

Para identificacdo deste tipo celular € muito utilizada a marcacdo da proteina acida
fibrilar glial (glial fibrillary acidic proteina — GFAP), que é uma proteina astroglial-especifica
presente nos filamentos intermedidrios. O GFAP é uma proteina especifica de astrdcitos
maduros (BIGNAMI et al., 1972), sua presenca € necessaria para a mielinizacdo do sistema
nervoso (LIEDTKE et al.,, 1996) e, € uma proteina facilmente fosforilada de forma
dependente da idade (WOFCHUK & RODNIGHT, 1995). Sua expressao pode ser modulada
por varias citocinas e fatores de crescimento como: interleucinas-1, 2 e 6, TGF-alfa, TNF-alfa,
alfa-interferon (LAPING et al., 1994) e devido ter sua expressdo aumentada em casos de
danos no sistema nervoso central, € usado como importante indicador de neurotoxicidade
(O’CALLAGHAN & JENSEN, 1992).

Essas células produzem in vivo e in vitro fatores de crescimento que agem regulando a
morfologia, proliferacdo, diferenciacdo ou sobrevivéncia em subpopulagdes distintas de
células nervosas. Alguns destes fatores, como o fator de crescimento neural pode estimular os
neurdnios, promovendo o crescimento axonal. Além disso, os astrécitos também possuem um
importante papel na desintoxicacdo do SNC, como sequestradores de metais e uma variedade
de substancias neuroativas de origem endégena ou xenobiotica.

Em casos de algumas desordens do SNC, como esclerose multipla, inflamacdo ou
trauma, o astrdcito pode reagir iniciando um processo de astrogliose, sofrendo hipertrofia e

proliferacdo como um recurso funcional para reparar ou ocupar a area lesada. Esta forma de



astrocito pode funcionar como uma célula imunocompetente com a secrecdo de citocinas e a
expressao de antigenos com o complexo principal de histocompatibilidade de classe | e 1l
(DEVITO et al., 1997), este processo tambem €& marcado pelo aumento da expressdo e
formacdo do filamento de GFAP em resposta a agressdo por compostos neurotOxicos
(NORTON et al., 1992).

Muitos estudos sugerem que o0s astrocitos possuem uma eficiente capacidade
neuroprotetora, entretanto, 0s mecanismos pelos quais estas células promovem seus efeitos
sdo pouco compreendidos dada a complexidade de suas a¢Ges, como por exemplo, 0 TGF-3
que pode ser secretado por esta célula, pode regular processos de crescimento e diferenciacao
celular, formacdo da matriz extracelular e regulacdo imune, como reparo antecedido por
injurias (DHANDAPANI et al., 2003). Neste caso 0s astrocitos podem responder a regulacédo
hormonal como também secretar substancias classicamente conhecidas por sua acgéo
enddcrina, caso especifico da prolactina (PRL) que sera discutido oportunamente mais adiante
(MODERSCHEIM et al., 2007).

Como ja foi explicitado, os astrocitos em resposta a diferentes danos no SNC podem
reagir secretando uma variedade de citocinas pro ou anti-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6,
NGF, TGF-B1 e TGF-B1 ) (FERNANDES et al., 2006; JAUNEAU et al., 2006; VIVIEN &
ALI, 2005). Particularmente, a IL-1 é produzida praticamente por todos os tipos de células
nucleadas, podendo ser expressa sobre duas formas moleculares, denominadas IL-1c e IL-1p3.
Todavia, a poténcia e as atividades biologicas destes dois peptideos séo praticamente iguais e,
se ligam com a mesma afinidade aos mesmos receptores de superficie celular. A IL- 1 em
particular possui diferentes acbes no SNC. Esta pode agir como um pirogéno enddgeno,
influenciar no comportamento do sono e é um potente estimulador do eixo hipotalamico-
pituitaria-adrenal (HPA) (ver revisio O’CONNOR & COOGAN, 1999).

Estudos demonstraram que a IL-1p pode induzir a proliferacdo e a gliose reativa de
astrécitos, o aumento da imunorreatividade da proteina GFAP e pode induzir a expressao de
outras citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a. Isto leva a hipotetizar que a IL-13 é o
ativador fisiologico dos astrocitos em certos quadros inflamatdrios do SNC (LEE et al, 1995;
FRIEDMAN, 2001). Um outro agente imunogénico que pode produzir efeito similar é a PRL,
a qual, também estimula a secrecdo de IL-1p por astrécitos (DEVITO et al., 1995). Além
disso, a interacdo da PRL e IL-1(3 no eixo HPA ja é conhecida, onde esta interleucina estimula
a liberacdo de PRL pela pituitaria (SKURLOVA et al., 2006).
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1.5 Prolactina

Nas mais complexas formas de vida os componentes responsaveis pela adaptacdo as
perturbac6es no ambiente e a manutencdo da homeostase séo o sistema nervoso, endocrino e
imune. A interacdo entre os dois primeiros sistemas € bastante conhecida, frequentemente o
sistema nervoso interage com o enddcrino fornecendo informacgdes sobre o meio externo, ao
passo que o sistema enddcrino regula a resposta interna a esta informacdo, os mediadores
desta relacdo seria o eixo hipotalamo-hipdfise.

O hipotalamo regula a pituitaria nas secrecBes de seus horménios por algas de
retroalimentacdo negativa e em alguns casos positiva também. Estes mecanismos endocrinos
classicamente reconhecidos também foram mais recentemente identificados como atuantes em
respostas imunoldgicas sistémicas. Particularmente para o controle das ac¢fes da prolactina,
este tipo de regulagdo foi identificado como uma interacdo neuroimunoenddcrina
caracterizada por uma alca de retroalimentacéo positiva com a IL-1.

Em situacdes de estresse, o hipotdlamo ativa os lactotrofos da pituitaria a secretar
PRL, esta age diretamente nos linfocitos para garantir o equilibrio da resposta imune, através
da secrecdo de citocinas inflamatorias como IL-1. Esta citocina, por sua vez, pode agir na
pituitaria estimulando a secrecdo de mais PRL, mas também de outros imunorreguladores
como o horménio adreno-corticotréfico (ACTH), o qual incita a secre¢édo de glicocorticoides
que sdo imunossupressores (ver revisdo DORSHKIND & HORSEMAN, 2001). Estes
mecanismos de regulagdo permitem a integracdo do sistema imune com 0s sistemas nervoso e
enddcrino, permitindo maior eficacia nas acBes de defesa e citoprotecdo contra agentes
estressogénicos, pela informacdo continua ao eixo HPA da condi¢édo da agressao e da resposta
inflamatoria.

A prolactina € um hormonio polipeptidico sintetizado primariamente pela pituitéria,
por isso foi considerado, por muitos anos, um hormdnio exclusivamente lactogénio, tem sua
secrecdo regulada predominantemente por inibicdo pela dopamina liberada pelo hipotalamo
com a contribuicdo da somatostatina. Este hormoénio também pode ser sintetizado no encéfalo,
em células especializadas no Utero, placenta e mama, além de linfocitos. Além disso, a PRL
pode ser liberada no leite materno e exerce fun¢des no neonato.

No entanto, a PRL exerce efeitos endocrinos ou autdcrinos, em diversos tipos de
tecidos, com mais de 300 fungbes descritas em vertebrados (ver revisdo BOLE-FEYSOT et

al., 1998). Dentre as varias funcdes descritas para a PRL, ela pode regular a diferenciacdo das
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glandulas mamérias, ovario, préstata, glandulas submaxilares e lagrimais, pancreas e figado
(HORSEMAN, 2001). Mas, também pode modular a proliferacdo de varios tipos celulares,
incluindo: as células betas do pancreas, da pituitaria anterior, adipdcitos, linfécitos T e
astrocitos. A via de sinalizacdo melhor descrita ativada pela PRL na célula alvo é a via
JAK/Stat (SCHINDLER, 1999), a qual resulta na ativagdo da transcrigdo de produtos génicos
que executardo as funcdes celulares mediadas por esse polipeptidio.

Dados na literatura demonstram que a PRL exibe propriedades imunoestimulatorias
sobre os linfécitos-T e B, célula natural killer (NK), macréfagos, neutréfilos e células
dendriticas (KOOIJMAN et al., 1996; DOGUSAN et al., 2001; MATERA et al., 2001). E que
este polipeptidio também pode atuar na resposta inflamatdria, apesar dos mecanismos nédo
serem bem esclarecidos, a PRL pode ser antiinflamatério ou pré-inflamatério, depende do
tipo celular, do tecido e o estado fisioldgico do 6rgao (YU-LEE, 2002). No Sistema Nervoso
Central (SNC) estudos demonstraram que a PRL pode agir como fator de crescimento e, esta
envolvida na regulacéo da expressédo de citocinas como TNF-a e IL-1 (DEVITO et al., 1995)
e da mitogénese em astrécitos (DEVITO et al., 1993).

No sistema imune, a PRL pode estimular a proliferacdo de linfocitos T, o que lhe
confere uma acao imunoprotetora (CHAVEZ-RUEDA et al., 2005), adicionalmente, no SNC
este hormonio possui possivel acdo anticonvulsivante (DORETTO et al., 2003), o que poderia
relaciona-lo a neuroprotecdo. MODERSCHEIM et al. (2007), demonstraram que o tratamento
com PRL promove aumento da viabilidade de astrécitos em cultivos primarios, além de seu
receptor e a prépria molécula ser expressa no citoplasma de astrdcitos e neurénios corticais
em resposta a hipoxia isquémica severa. Porém em cultivo, a PRL demonstrou exercer apenas
atividade gliatréfica e ndo neurotréfica.

Segundo MANGOURA et al. (2000) a PRL ativa nos astrocitos uma via de sinalizacéo
mitogénica em paralelo com uma via de diferenciacao celular (figura 2). A PRL ligaria—se ao
seu receptor (PRLR) presente na membrana plasmaética dos astrécitos formando um dimero,
isto ativaria a principal via de sinalizacdo mitogénica da PRL, a fosfolipase D (FLD), através
da ativacdo de proteinas tirosina cinases-Src. A ativacdo da FLD libera segundos mensageiros
que produzirdo os efeitos mitogénicos. Adicionalmente, a ligacdo da PRL ao PRLR ativaria as
janus cinases 2 (JAK2) as quais agiriam em outras tirosinas cinases citoplasmaticas ou no
proprio PRLR, resultando em proliferagdo celular.

Por sua vez, JAK2 fosforilariam os transdutores de sinal e ativacdo de fatores de
transcricdo (STATL1 e 3), ativando uma via de sinalizacdo para diferenciacdo dos astrocitos,

pois se observou uma maior regulacdo da expressdao de GFAP sem efeito na proliferacdo
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celular. Entretanto, para a diferenciacdo astrocitica estimulada pela PRL pode ser requerida

adicionalmente uma segunda via de sinalizacdo celular, a ativacdo de cinase regulada por

sinal extracelular (ERK).

PROLACTINA/PRLR

413
3

Figura 2: Esquema de sinalizacdo celular da PRL nos astrocitos que levardo a proliferacdo ou a
diferenciacdo celular. A ligacdo da PRL a seu receptor desencadeia vias de sinalizacdo da FLD
(fosfolipase D) por intermédio de proteinas tirosina cinase-Src, 0 que resulta em proliferagcdo. Além
de ativar Janus cinases (JAK) e transdutores de sinal e ativacdo de fatores de transcricdo (STAT
1 e 3) que resulta em diferenciagao celular (modificado de MANGOURA et al., 2000).
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1.6 Justificativa

A preocupacdo com o problema da contaminacdo mercurial e suas possiveis
consequéncias para a regido Amazodnica é devido a grande quantidade que vem sendo langada
deste metal ao meio ambiente como resultado do garimpo. Esta atividade ja foi intensamente
praticada na regido e agora tem seu ritmo diminuido, porém este extrativismo indiscriminado
deixa graves marcas de poluicdo. Pois, na garimpagem este metal é adicionado ao ouro para
separa-lo de outros materiais, € usado em excesso, ndo sendo reaproveitado e lancado através
de lavagens no rio e por evaporacdo no ar. Assim o mercurio se dispersa pelos solos, pelos
rios e pela atmosfera, onde podera ser biometilado, tornando-se mercurio organico, forma
altamente toxica para a populagéo ribeirinha e para todos os outros seres vivos desta regido
(PFEIFFER, 1989; WASSERMAN et al., 2001). Por isso, a contaminagdo por mercurio
podera vir a ser um sério problema toxicolégico a médio e longo prazo na Amazodnia.

Em alguns estudos sugerem-se um mecanismo de neurotoxicidade do MeHg, onde
este composto inibiria a captacdo de cisteina por astrécitos, um precursor para a sintese de
glutationa. Esta proteina, por sua vez, modularia a toxicidade mercurial, agindo como um
tampao, diminuindo sensivelmente os niveis de MeHg intracelular (ALLEN et al., 2001b). A
glutationa também protegeria as células nervosas contra a formacdo de radicais livres
resultantes da neurotoxicidade induzida por este metal, os quais comprometem o potencial de
reducdo da célula (QU et al., 2003).

O MeHg acumula-se preferencialmente em astrdcitos e varios sdo os dirtdrbios que
pode causar nesta célula. Porém, a manutengdo de um turnover resultante & absor¢éo, acimulo
(Tiffany-Castiglioni and Qian, 2001) e liberacdo (Fujiyama, et al., 1994) de MeHg pelos
astrocitos implica numa acdo mediadora potencial da neurotoxicidade mercurial. Isto acontece
principalmente, devido a astroglia possuir altos niveis citosolicos de metalotioneinas (I e 11) e
de glutationa, ambas proteinas carreadoras de metais pesados (Tiffany-Castiglioni and Qian,
2001).

O MeHg consiste em um agente estressogénico, o qual pode levar os astrécitos a
reagirem, sofrendo proliferacdo, hipertrofia e aumento da expressio de GFAP. Em
contrapartida, a PRL pode induzir a expressdo de citocinas pro-inflamatérias (como TNF-o e
IL-1B) e mitogénese em astrécitos (DEVITTO et al., 1997), além de proliferacdo microglial
(...). Estas evidéncias sugerem que a PRL pode atuar como um fator de neuroprotecdo, pois a

mesma poderia agir nas células gliais, particularmente nos astrocitos, promovendo
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citoprotecdo contra efeitos deletérios do MeHg. A partir desse instante, torna-se necessario o
desenvolvimento de uma abordagem metodologica para avancar no conhecimento sobre

possiveis efeitos neuroprotetores da PRL contra a acdo neurotdxica do MeHg.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo in vitro dos efeitos da intoxicacao por
Metilmercario (MeHg) sobre células gliais com énfase em astroglias, e, demonstrar possivel
propriedade neuroprotetora da prolactina sobre esse tipo celular, utilizando para isso 0 modelo

de cultura primaria de glia do cArtex cerebral de ratos recém-nascidos.

1.7.2 Especificos

» Investigar os efeitos da intoxicacdo mercurial sobre a viabilidade celular e a
expressao de GFAP por astrocitos.

» Investigar os efeitos da prolactina sobre a viabilidade celular e expressdo de
GFAP em astrdcitos intactos ou submetidos a intoxicagdo mercurial.

» Investigar acdo mitogénica da prolactina sobre as células gliais,
preponderantemente astrocitos normais ou expostos ao MeHg.

» Investigar os efeitos da prolactina e do Mehg sobre a expressao e liberacdo de

citocinas pela glia, preponderantemente astécitos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura Priméaria de Glia

A cultura glial de cortex cerebral foi usada como modelo de estudo dos efeitos do
MeHg sobre as células do sistema nervoso central. O método utilizado foi descrito por
MOURA NETO et al. (1983), modificado por DINIZ et al. (2006). Para isso, ratos Wistar
com dois dias de vida p6s-uterina (P2) foram anestesiados em éter, em seguida, seus cérebros
removidos ap0s uma craniotomia, os cortices isolados e picotados em meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium-Factor 12 (DMEM-F12, Gibco), suplementado com glicose (30
mM), bicarbonato de sédio (3 mM), glutamina (2 mM), penicilina/estreptomicina (10* Ul/ml),
fungizona (2,5 mg/ml) e com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) .

As células passaram por duas dissociagfes mecanicas intercaladas por 10 minutos de
decantagdo em meio DMEM-F12 com soro. Ao final da decantacdo, o sobrenadante foi
coletado, sendo este utilizado para o cultivo. O nimero de células vivas foi contado em uma
camara de Newbauer pelo método de exclusdo por azul de tripan. Em seguida, as células
foram plaqueadas em garrafas (area de 75cm?) previamente tratadas com poli-L-lisina (0.2
pg/ml), a uma densidade de 9x10° células/garrafa e mantidas em 10 ml de meio DMEM/F12
acrescido de 10% SFB em estufa com ambiente de 5% CO, O meio de manutencdo das
células foi trocado apos dois dias. As culturas de células foram padronizadas e observadas
diretamente durante todo o periodo em cultivo. No sexto ou sétimo dia, as garrafas foram
intensamente agitadas e desprezou-se o0 meio de manutencdo. Em seguida, as células
residentes nas garrafas foram retiradas pela a acdo de solucéo de tripsina 0.025% + EDTA
(Sigma) em tripsinizacdo de um minuto e replaqueados em placas de 24 pocos (area de 1,9
cm?e 15 mm de diametro por poco) previamente tratadas com poli-L-lisina (0.2pg/ml), a uma
densidade de 2x10° células em 0.5ml/poco de meio de manutencdo. Finalmente, os cultivos
foram acondicionadas em estufa sob atmosfera de 5% CO, a 37°C. Aonde permaneceram por

dois dias, ap0s os quais se realizou o experimento.
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2.2 Intoxicagao Mercurial

No momento em que os cultivos alcancaram a confluéncia (2 dias ap6s tripsinizacao),
fez-se a intoxicagdo com MeHg nas concentragdes de 0,1, 1, 5 e 10 uM cloreto de
metilmercurio (MeHgCI - ALPHA-NYC), diluindo a solucdo estoque de 10 mM em DMEM-
F12. Todas as solucBes de metilmercdrio utilizadas no experimento foram filtradas em
membrana de 0,22 pm (Milipore). Depois de preparadas estas solucdes, o meio de
manutencdo do cultivo foi retirado e realizaram-se duas lavagens com PBS-gllicose (solucdo
de tampéo fosfato com glicose a 0,6%), em seguida adicionaram-se as solu¢des de mercurio

em volume de 0.5ml/poco.

2.3. Tratamento com Prolactina

Para analisar 0s possiveis efeitos neuroprotetores da prolactina, realizou-se o
tratamento com prolactina (PRL - Ovina. National institute of Arthritis, Diabetes e Digestive e
Kidney Diseases (NIADDK). Bethesda, MD, USA) em cultivos gliais, usando diferentes
concentracbes da mesma, conforme dados ja descritos na literatura. Apds 48h da
tripsinisazacdo e plagueamento das células em placas de 24 pogos, retirou-se 0 meio de
cultura e lavou-se o cultivo com PBS-glicose, em seguida, adicionou-se meio DMEM/F12
sem SFB com PRL ou sem PRL. Ao término do tratamento, os cultivos foram incubados por
um periodo de 18h em estufa a 37°C e 5% de CO,.

2.4. Medida da Viabilidade Celular

Esse método tem como principio avaliar a viabilidade celular da cultura por uma
analise fotocolorimétrica, cuja um sal tetrazolio, o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetraz6lio bromide), ird marcar apenas as células vivas. Pois, as células viaveis possuem

capacidade de reduzir a forma oxidada do MTT a um composto de cor azulada (formazan),
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através de desidrogenases mitocondriais, sendo o monitoriamento dessa reacdo feito por
espectrofotometria (modificado de MOSMANN, 1983).

Nos cultivos controles e tratados com MeHg e/ou PRL, o meio foi retirado e entdo
foram feitas trés lavagens com PBS-glicose e posteriormente adicionado 500ul de PBS e 50pl
de MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) numa concentracdo final de 5 mg/ml nos po¢os
da placa, depois foram incubados por trés a quatro horas em estufa com 5% de CO,
protegidos da luz. No fim da incubacdo a solucdo de MTT foi desprezada e colocou-se uma
solucdo de alcool isopropilico 0,04N para solubilizar o formazan e PBS-glicose (diluicdo de
1:1). Em seguida, as células foram homogeneizadas no mesmo meio e realizou-se a leitura no
espectrofotdbmetro em comprimento de 570 nm. O branco da reagédo foi obtido com a solucgéo

de PBS-glicose e alcool isopropilico.

2.5 Imunocitoquimica para a detec¢do de GFAP

A realizagdo desta técnica serviu para identificar os astrocitos e avaliar os efeitos do
metal e do tratamento com PRL sobre a expresséo de GFAP. Para isso, fez-se uma
imunofluorescéncia indireta anti-GFAP, onde as células foram previamente fixadas com
metanol e acetona absolutos, por 15 e 10 minutos respectivamente, a temperatura de 4°C.
Apos esse tempo, as células foram lavadas com PBS e incubadas em PBS-BSA 3% por 30
minutos, em seguida, adicionou-se o anticorpo primario monoclonal anti-GFAP (1:100, Dako
Corporation) diluido em solucdo de bloqueio (PBS-BSA 1%), incubando-as em temperatura
de 4°C, pernoite.

Apols o periodo de incubacdo, realizou-se a lavagem e o bloqueio dos sitios
inespecificos com PBS-BSA 3% por 1 hora, logo a seguir adicionou-se o anticorpo
secundéario 1gG anti-coelho conjugado a isoticianato de fluoresceina (FITC, Sigma) numa
diluicdo de 1:50 em PBS-BSA 1%, incubando-se por uma hora a temperatura ambiente. Em
sequida, as laminulas contendo as células foram lavadas e montadas em laminas com N-
propilgalacto, entdo analisadas ao microscopio de fluorescéncia Axiphot (Zeiss). Para efeito
de padronizacdo dos resultados, as fotos que compdem a mesma figura possuem 0 mesmo

tempo de exposi¢do a luz do microscopio de fluorescéncia.
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2.6 Indice Mitético

Para analise da proliferacdo das células gliais, particularmente os astrocitos, realizou-
se a técnica de indice mitético (IM). Ap6s um periodo de 18 horas de co-tratamento, 100 pl
de solucgéo de colchicina (0,016ug/l, Sigma) para cada 5 ml de meio de cultura foi adicionado
nos cultivos. Depois de 24 horas de incubacdo em estufa de 5% de CO,, 0 meio da cultura
(que contém células que soltaram nesse periodo de incubagdo) foi centrifugado a 1000 rpm
por 10 minutos juntamente com as células que foram coletadas com auxilio de tripsina-EDTA
0,025%. Com a obtencdo do sedimento de células, adicionou-se solu¢do hipotdnica (KCI,
Merck) e manteve-se por 15 minutos em estufa. Em seguida, realizou-se uma segunda
centrifugacdo de 1000 rpm por 10 minutos e a solucdo hipoténica foi retirada, entdo as células
foram fixadas com &cido acético e metanol absoluto (dilui¢do 1:3) para posterior montagem
em laminas e coloracdo com Giemsa (Merck). As células foram visualizadas ao microscopio
de luz para a contagem do indice mit6tico. O indice mitético foi determinado a partir da
contagem do nimero de metafases em 2.000 astrécitos/cultura. O IM foi calculado usando a
seguinte formula:

IM = n° de metafases x 100
2.000

2.7 Dosagem de Interleucina-1§

A dosagem de Interleucina-1p (IL-1 B) foi realizada com objetivo de determinar o
efeito da exposicdo ao MeHg e/ou tratamento com PRL sobre a secre¢do desta citocina pro-
inflamatoria. Para realizacdo desta dosagem, utilizou-se kit de ELISA ((r)IL-1B, Amersham
Biosciences) e transcorreu-se o experimento de acordo com o0 manual de instrucdes do kit. As
amostras de sobrenadante dos cultivos, anteriormente congeladas a -70°C foram
descongeladas a temperatura ambiente.

Em seguida, colocou-se 50 ul de solucéo diluente em todos 0s 96 po¢os. Depois, 50 pl
de solucdo padréo ou amostra foi adicionado aos pogos em duplicata, incubando-os por 2
horas. Ao fim da incubacéo, os pocos foram lavados trés (3) vezes com tampédo de lavagem e

adicionaram-se 100 pl de anticorpo biotinilado a cada poco, incubando a placa por 30 minutos
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a temperatura ambiente. Posteriormente, realizaram-se novamente 3 lavagens e 100 pl de
solucdo conjugada de estreptavidina- HRP foram acrescentados aos po¢os, incubando-os por
30 minutos. Apds este periodo, mais 3 lavagens foram feitas e adicdo de 100 pl de solucéo de
substrato TMB, incubou-se por 30 minutos e acrescentaram-se 100 pl de solugdo de parada.
Finalmente, efetuou-se a leitura dos pocos em leitor de placa de ELISA para determinagédo da

densidade dptica a 450 nm de comprimento de onda.

2.8 Andlise Estatistica dos Dados

Os resultados obtidos foram expressos como a média = S.D.M. e tratados atraves do
ANOVA:s e pos-teste Newman Keulls. A significancia estatistica foi definida como *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p<0,001.

2.9 Procedimentos Experimentais

2.9.1 Experimento |

As culturas gliais foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de 24 pocos numa
densidade de 3x10° células, para obtencdo de uma cultura confluida. Ap6s dois dias de
incubacdo, as culturas foram intoxicadas com MeHgCI nas concentrages de 0,1, 1, 5, 10 uM
em meio DMEM/F12 com 10% de SFB. Os cultivos foram plaqueados em quatro placas de
cultura, sendo cada placa destinada a um tempo de exposicao diferente (2, 4, 6 e 24 horas). Ao
término do tempo de exposicdo, os cultivos foram destinados ao protocolo experimental de
medida de viabilidade celular (método de MTT).
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2.9.2 Experimento 11

Os cultivos sofreram 0 mesmo procedimento experimental descrito na se¢do anterior,
com uma Unica diferenca, as células foram plaqueadas em duas placas de 24 pocos com
laminulas. Desta forma, os cultivos foram expostos as mesmas concentragcdes em periodos de
6 ou 24 horas. Apés este periodo, os cultivos foram destinados ao processamento para a

imunocitoquimica anti-GFAP.

2.9.3 Experimento 111

Neste protocolo as culturas de glia foram tripsinizadas e plaqueadas em uma placa de
24 pocos com laminulas e outra sem laminulas numa densidade de 2x10° células, para a
obtencdo de um cultivo aproximadamente 85% confluente. Apds dois dias de incubacéao, os
cultivos receberam o0s seguintes tratamentos em meio DMEM/F12 sem SFB: controle,
consistindo em apenas o meio DMEM/F12 sem SFB; 1 nM de PRL; 5 pM de MeHg; 1 uM de
MeHg; 1 nM de PRL + 5 puM de MeHg; 1 nM de PRL + 1 uM de MeHg. Apds um periodo de
exposicdo de 18 horas, a placa sem laminula foi destinada a realizacdo das fotomicrografias
de contraste de fase, coleta do meio de cultura para posterior dosagem de IL-1p por ELISA
(amostras estocadas a — 70°C), em seguida, processamento do método de MTT. A placa com

laminula destinou-se para a realiza¢do da imunocitoquimica anti-GFAP.

2.9.4 Experimento 1V

Os cultivos de células gliais foram semeados em garrafas de 25 cm?® em densidade de
3x10° células. Ao chegar o sexto dia de cultivo, uma cultura com aproximadamente 85% de
confluéncia foi obtida. Neste dia, as garrafas foram agitadas manualmente, o meio foi
recolhido e desprezado. Em seguida, foi adicionado o0 meio DMEM/F12 sem SFB com ou
sem PRL e MeHg. As concentracdes estudadas foram de 0,1, 1 e 10 nM de PRL, 5 uM de
MeHg e 0,1, 1 e 10 nM de PRL + 5 uM de MeHg em volume de 5 ml de meio por garrafa. O
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controle foi obtido com a adigdo de apenas meio DMEM/F12 sem SFB. Ap6s um periodo de
18 horas de exposicdo, os cultivos foram destinados ao processamento do protocolo

experimental para o célculo do indice mitético.
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3 RESULTADOS

3.1 Padronizagéo da Cultura Primaria de Glia

Apos sete dias de cultura, foi possivel observar astrécitos de forma poligonal e
achatada, células de corpo celular brilhante com longos prolongamentos, que corresponderiam
possivelmente a neurbnios e algumas células arredondadas brilhantes, a qual exibe uma forma
semelhante a microglia em repouso (Figura 3A). Devido a obtencdo de uma cultura bastante
mista de células do sistema nervoso central, 0 método de cultivo foi modificado para obtencéo
de um cultivo glial com predominancia de astrocitos, confirmado pela imunomarcacao para
GFAP (Figuras 3C-D).

3.2 Efeitos da Exposi¢cdo ao MeHg

3.2.1 Efeitos sobre a viabilidade celular

Os experimentos de viabilidade celular tiveram como objetivo averiguar os efeitos do
MeHg sobre a sobrevivéncia das células do sistema nervoso central ap6s a intoxicacao in vitro
e, portanto, verificar se os efeitos deste metal afetam estas células de forma dose e tempo
dependente. Para isto, foi realizado o ensaio de viabilidade celular por meio da técnica
descrita por Mosmann (MOSMANN, 1983).

As culturas gliais foram intoxicadas com MeHg em meio DMEM/F12 com SFB, nas
concentracbes de 0,1, 1, 5 e 10 uM nos periodos de 2, 4, 6 e 24 horas de exposicdo. No
periodo de 2 h de exposicdo, as concentracdes de 0,1, 1 e 5 uM ndo apresentaram nenhuma
alteracdo na viabilidade celular dos cultivos, a concentracdo de 10 UM causou uma
sobrevivéncia de 93% da populacao celular, isto é, uma reducdo de 7% na viabilidade, porém
este decréscimo ndo é estatisticamente significativo (Figura 4A).

No periodo de 4h de exposicdo, a concentracdo de 1 UM apresentou uma tendéncia

para 0 aumento na viabilidade celular em relagcdo ao controle e as concentragdes de 5 e 10 uM



24

provocaram uma pequena reducao da sobrevivéncia das células (Figura 4B). Além disso, uma
exposicdo de 6 h ao MeHg apresentou um leve decréscimo da viabilidade celular nas
concentracdes de 5 e 10 uM em relacéo ao controle, porém nada estatisticamente significativo
(Figura 4C).

Como foi demonstrado, a cultura glial apresentou resisténcia aos efeitos toxicos do
MeHg em curtos intervalos de tempo. No entanto, no periodo de exposicdo de 24h as células
comecaram a sofrer com os efeitos deletérios deste metal (Figura 4D). Em 24h de intoxicacao
com MeHg, a concentracdo de 10 uM foi altamente tdxica, reduzindo a viabilidade celular em
62% em relagcdo ao cultivo controle. A concentracdo de 5 uM foi menos deletéria, porém
provocou um decréscimo de 20% na viabilidade, o que apresentou diferenga estatistica. As
concentracbes de 0,1 e 1 uM apresentaram um ligeiro aumento da sobrevivéncia celular,

porém sem diferenca estatisticamente significativa (9% para 0,1 uM; 10% para 1 uM).



Figura 3: Padronizagdo do cultivo primério de glia cortical: Cultivo de células do cortex
cerebral (A); cultura primaria de glia (B). Imunocitoquimica identificando os astrocitos pela
presenca de GFAP, controle (C).
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Figura 4: Viabilidade celular de cultivo glial exposto a0 MeHg em meio DMEM/F12 com SFB nas concentracfes
de 0,1,1,5e 10 uM. Exposi¢do de 2 h (A); 4 h (B); 6 h (C) e 24 (D). **p<0,01 e ***p<0,001.

3.2.2 Efeitos sobre a expressao do GFAP

Para analisar os efeitos do MeHg sobre a expressdo de GFAP, os cultivos gliais foram
semeados em placas com laminulas e intoxicados com MeHg nas concentracdes de 0,1, 1, 5 e
10 uM (em meio DMEM/F12). Por ndo apresentarem diferencas significantes na medida de
viabilidade celular, as exposi¢fes de 2 e 4h ndo foram realizadas para a imunomarcacédo de
GFAP. No entanto, para confirmar se a tendéncia apresentada no teste de MTT se reproduzia
no periodo de 6h de exposicdo, a imunomarcacao para GFAP foi realizada (figura 5). No

entanto, é interessante observar que os astrocitos na concentracdo de 1 M organizaram-se de
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forma mais filamentosa do que os astrdcitos controles, nesta concentragdo estas células
apresentam numerosos prolongamentos compridos e finos (figura 5C).

No tratamento de 24h visualiza-se que na concentracdo de 1uM ha uma perda da
imunomarcacgao para GFAP quando comparado ao controle, isto pode ser observado devido a
presenca de espacos maiores entra as células marcadas (figura 6A-C). Quando comparados, 0
cultivo controle e 0 exposto a 5 UM, observa-se uma redugdo marcante no nimero de células,
sendo que estas apresentam filamentos compridos e finos em maior nimero (figura 7A-B). No
tratamento de 10puM ha uma reducéo drastica no nimero de células. Entretanto, nos astrdcitos
restantes pode-se observar uma perda da marcacéo para 0 GFAP e do seu aspecto filamentoso
com sério dano na integridade desses filamentos intermediarios, consequentemente, 0S
astrécitos perdem a sua organizacdo citoarquitetdnica, sofrendo uma agressdo mais intensa

que na concentracao de 5uM (figura 7C).
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Figura 5: Microscopia de fluorescéncia com imunomarcacdo para GFAP em cultivos gliais expostos ao MeHg por
um periodo de 6 h. Cultivo controle (A); cultivos expostos a 0,1 uM de MeHg (B);1uM (C) e 10uM (D).
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Figura 6: Imunocitoquimica para GFAP em astrdcitos corticais expostos ao MeHg por 24 h. Cultivo controle
(A); cultivos expostos a 0.1uM (B) e 1uM de MeHg (C).
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Figura 7: Microscopia de fluorescéncia com imunocitoquimica para GFAP demonstrando os efeitos do MeHg
sobre esses filamentos de astrécitos. Cultura controle (A); cultura exposta a 5uM, seta indica os filamentos finos e
compridos, estes mais numerosos nesta exposicao (B) e 10 uM (C) de MeHg por uma periodo de 24 horas.
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3.3 Possivel Protecéo dos Efeitos do MeHg pela PRL

3.3.1 Sobre a viabilidade celular

Para analisar se a PRL conseguiria inibir os efeitos deletérios do MeHg sobre as
células gliais, estas foram expostas ao co-tratamento de PRL e MeHg por um periodo de 18
horas. As exposi¢es foram realizadas em meio DMEM/F12 sem SFB, pois como ja foi
explicitado este contém PRL em concentracGes que iriam interferir em nosso experimento. A
cultura controle sem soro ndo possuiu diferengas significativas na viabilidade celular da
cultura controle com soro (Figura 8A). As culturas gliais foram utilizadas com
aproximadamente 85% de confluéncia, com objetivo de avaliar um possivel efeito da PRL
sobre a proliferagdo celular.

A concentracdo de PRL utilizada de 1 nM e o periodo de tratamento de 18h foram
escolhidos devido estudos prévios que demonstraram que esta concentracdo é capaz de
produzir efeitos benéficos sobre os astrécitos in vitro (DEVITO et al., 1993). As
concentracOes avaliadas de MeHg foram de 1 e 5 pM, pois uma concentracgdo inferior (0,1
UM) ndo produziria nenhum efeito sobre o cultivo, como visto na figura 3 e como a
concentracdo de 10 uM causou morte superior a 50% nos cultivos confluentes (Figura 3B),
estando por isso fora dos interesses de nossos estudos, esta concentra¢do nao foi estudada no
tratamento com a PRL.

A exposicdo dos cultivos gliais a 5uM de MeHg resultou em reducéo de 85% da
viabilidade celular, enquanto que a associacdo desta dose com 1 nM de PRL atenuou este
efeito para 52% (Figura 8B), demonstrando que a PRL deve ativar alguma via de sinalizagdo
nas células gliais que leva a protecdo contra os efeitos toxicos do MeHg sobre a viabilidade
celular. A exposicédo de 1 uM de MeHg pelo periodo de 18h ndo foi citotdxica as células e sua

associacdo a 1 nM de PRL ndo provocou nenhuma alteracdo a viabilidade celular.
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Figura 8: Viabilidade celular de cultivos primério de glia cortical co-tratadas com PRL e MeHg por um
periodo de 18 h. A retirada do SFB ndo afetou a viabilidade celular (A). O co-tratamento de 5 uM de
MeHg e 1 nM de PRL aumentou a viabilidade de 15% + 6.0 para 52% + 8.0 (B). **p<0,01 e ***p<0,001,

em relagdo ao controle.
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3.3.2 Sobre a morfologia celular

As culturas gliais observadas ao microscopio de contraste de fase apresentaram
alteracGes morfoldgicas nas células expostas ao MeHg ou co-tratadas com 1 nM de PRL em
meio DMEM/F12 sem SFB. Primeiramente, observa-se que no cultivo controle com 10% de
SFB (Figura 9A) os astrécitos com forma poligonal, a qual € a mais caracteristica em cultura
madura (células achatadas com grande soma e alguns prolongamentos) e 0s astrocitos de
morfologia estrelada (corpo celular pequeno e numerosos prolongamentos) sdo as células
preponderantes. Entretanto, no cultivo controle sem SFB (Figura 9B) visualiza-se alguns
astrocitos apresentando mais prolongamentos citoplasmaticos e a presenca de neurdnios,
provavelmente devido a retirada do soro. Em relacdo a concentracdo de 5 uM de MeHg, foi
observada uma evidente morte celular (Figura 10C). Picnose nuclear, lise, restos celulares e
perda de morfologia normal encontrada em cultivos ndo confluentes e sem SFB foram
alteracdes evidenciadas apds a exposi¢cao mercurial, demonstrando o potente efeito citotoxico
deste metal.

Nas culturas gliai expostas ao co-tratamento de 5 UM de MeHg + 1 nM de PRL
(Figura 10D), verifica-se que a PRL diminuiu a intensidade das alteracGes resultantes da
citotoxidade mercurial. As células gliais remanescentes sdo numerosas e ndo apresentam
picnose ou lise, mas, apresentam hipertrofia com forma poligonal e processos curtos.
Alteracbes morfologicas ndo foram observadas apos a adicdo de 1 uM de MeHg, no co-
tratamento de 1 uM de MeHg + 1 nM de PRL (Figuras 10 A-B) e apds a adi¢cdo de 1 nM de
PRL (Figura 9C), comparando-os ao cultivo controle sem SFB (Figura 9B).
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Figura 9: Fotomicrografia de contraste de fase dos cultivos primarios de glia tratados com PRL em
DMEM/F12 sem SFB por um periodo de 18 horas. Controle com SFB, morfologia poligonal (A); controle sem
SFB, células com morfologia estrelada (B); cultivo tratado com 1 nM de PRL (C).
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Figura 10: Fotomicrografia de contraste de fase dos cultivos de glia co-tratados com PRL e MeHg por um periodo de
18 horas em DMEM/F12 sem SFB. Cultivos expostos a 1uM de MeHg (A) e o co-tratamento de 1uM de MeHg e 1nM
de PRL (B), ambos ndo apresentam alteracfes morfoldgicas; cultivos expostos a 5uM de MeHg (C), a seta indica
células com lise de membrana plasmatica e picnose; cultivos expostos a 5uM de MeHg e 1nM de PRL (D), a seta
indica célula com hipertrofia e curtos processos citoplasmaticos.
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3.3.3 Sobre a expressdo do GFAP em astrocitos

Para a andlise de possiveis efeitos benéficos da PRL sobre a expressao de GFAP, as
culturas gliais foram cultivadas em placas de 24 pocos com laminulas, entdo com uma
confluéncia de aproximadamente 85% foram expostos ao co-tratamento de 1 nM de PRL + 1
ou 5 UM de MeHg, em DMEM/F12 sem SFB. Para a comparacdo de possiveis efeitos da PRL
contra a acgdo toxica do metilmercurio, foram realizadas as intoxicagdes de 1 e 5 pM de
MeHg. Os astrdcitos controle foram obtidos com o cultivo em DMEM/F12 sem SFB. O
controle da PRL representou o cultivo tratado apenas com 1 nM de PRL.

Os astrdcitos controles apresentam uma distribuicdo bem caracteristica de filamentos
intermediarios de GFAP, com exuberante irradiacdo da regido perinuclear em direcdo aos
prolongamentos citoplasmaticos (Figura A). O tratamento com 1 nM de PRL observa-se um
aparente aumento do numero desses filamentos intermediarios comparado ao cultivo controle
(Figura B). Em relacdo a exposicdo a 1 UM de MeHg e ao co-tratamento com PRL néo se
observa nenhuma alteracdo significativa na expressao de GFAP (Figura 11 C-D).

Contudo, a PRL aparentemente conseguiu atenuar os efeitos deletérios da
concentracdo de 5 UM de MeHg sobre o GFAP, pois nas culturas expostas a esta
concentracdo, os astrécitos apresentam nitida diminuicdo do numero de células GFAP
imunorreativas e de seus processos citoplasmaticos, consequentemente perda de organizacao
normal desses filamentos e da marcacdo de GFAP ao longo de seus prolongamentos (Figura
11E). No entanto, no co-tratatmento de PRL + 5 pM de MeHg, os filamentos estdo mais
integros, com maior densidade de células GFAP imunorreativas caracterizadas pela
preservacdo de uma rede organizada de filamentos perinucleares e formacdo de filamentos

intermediarios (Figura 11F).
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Figura 11: Imunomarcagdo para GFAP demonstrando os efeitos do co-tratamento de MeHg e PRL sobre a
expressdo desses filamentos em astrdcitos corticais in vitro por um periodo de 18 h. Cultivo controle (A); 1 nM de
PRL, a seta branca indica area com numerosos filamentos longos e finos de GFAP (B); 1 uM de MeHg (C); 1 uM de
MeHg e 1 nM de PRL (D); 5 uM de MeHg (E); 5 uM de MeHg e 1 nM de PRL (F), a seta branca indica uma célula
com redes de filamentos mais organizada, consequentemente com morfologia menos alterada.
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3.3.4 Proliferacgéo celular

Para analisar se 0 mecanismo de protecdo que a prolactina confere aos cultivos gliais
expostos a concentracdo de 5 uM de MeHg foi devido a inducdo da proliferacdo celular dos
mesmos, realizou-se 0 ensaio do indice mitdtico. Na técnica de indice mitético usa-se um
potente antimitético, a colchicina, a qual interfere na funcdo dos fusos mitéticos e causa
despolimerizacdo dos microtubulos fibrilares, devido ligar-se a tubulina, uma proteina que
constitui os microtibulos. Com a adigdo da colchicina interrompe-se a divisdo celular e a
mitose € interrompida em metéfase devido & impossibilidade de formar fusos mitéticos. Os
cromossomos em metafase podem ser visualizados ao microscopio e a contagem destes
fornece a informacao do indice proliferativo das células estudadas.

As culturas gliais controle apresentam um indice mitético baixo de apenas 0,90,
provavelmente devido a cultura ser mantida em meio sem SFB. A PRL mostrou-se capaz de
estimular a mitogénese glial na menor concentracdo, com indice mitético de 1,80. Entretanto,
os cultivos tratados com 1 e 10 nM de PRL apresentam um indice mitotico bastante alto de
4,30 e 4,70, respectivamente, indicando um efeito mitogénico da PRL (Figura 12).

O MeHg inibiu drasticamente a proliferacdo das células gliais, reduzindo o indice
mitético para 0,05. No entanto, no co-tratamento de 1 nM de PRL + 5 uM de MeHg este
indice apresenta um leve aumento para 0,20 e no co-tratamento de 10 nM de PRL + 5 uM de
MeHg este indice mitético aumentou para 0,45, sugerindo que a PRL nestas concentracdes foi
capaz de atenuar os efeitos do MeHg deletérios sobre a proliferacdo celular. No co-
tratamento, a concentragdo de 0,1 nM de PRL o efeito contra inibicdo da mitogénese pelo

MeHg na concentracdo de 5 uM foi bastante baixo, com IM igual a 0,1 (Figura 12).
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Figura 12: Efeitos da associagdo 1 nM PRL+5uM MeHg sobre o indice mitotico em cultivos de glia
cortical sem SFB durante 18 hs de incubacdo. A PRL exibiu uma potente acdo mitogénica. A
concentragdo de 5 UM de MeHg inibiu a proliferacdo celular, a PRL nas diferentes concentracfes de 1 e
10 nM mostrou-se capaz de atenuar essa inibi¢do causada pelo MeHg .

3.3.5 Liberagao de Interleucina-14 (IL-1 )

A dosagem de IL-1f, uma importante citocina pro-inflamatoria € uma medida atil para
avaliar a resposta inflamatdria. Nesse experimento pretende-se analisar quais os efeitos do
MeHg, da PRL e associag&o sobre a liberacdo dessa citocina pelas células gliais. E importante
frisar que se realizou a medida em cultivos tratados sem SFB, desta forma, retirou-se outros
fatores interferentes, os quais estdo presentes no soro, sobre a secregdo de IL-1p.

A liberagdo de IL-1PB nos cultivos controles encontra-se na média de 21,9+0,5, os
tratados com 1 nM de PRL apresentaram aumento (51+1,1) com significancia estatistica
(***p<0,001), e os expostos a 5 UM de MeHg possuiram média de liberacdo de 22,7+0,9,
desta forma sem diferenca estatisticamente significante ao controle (Figura 13). Entretanto, o
grupo co-tratado com 1 nM de PRL + 5 uM de MeHg apresentou aumento significativo de
liberacdo de IL-1p (62,9+1,8), em relagdo ao grupo controle (***p<0,001) e também ao grupo
1 nM de PRL (ap<0,001), indicando potencializa¢io da resposta a citotoxidade induzida pelo

metal.
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Figura 13: Efeitos da associagdo 1 nM PRL+5uM MeHg sobre a liberagdo IL-1p em cultivos de glia
cortical sem SFB durante 18 hs de incubacdo. As colunas representam a média £ SDM. ***p<0,01 em
relacéo ao cultivo controle e PRL versus PRL + MeHg, a p<0,001.
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4 DISCUSSAO

A partir de varios incidentes de contaminagdo ambiental com o mercudrio no mundo e
na regido amazonica, muitos estudos surgiram na tentativa de compreender a neurotoxicidade
do MeHg (ASCHNER et al., 1990; CASTOLDI et al., 2001; AZEVEDO, 2003), cujo o
interesse maior visa elucidar os mecanismos celulares e moleculares subjacentes ao processo
que culmina com a morte da célula provocada por este xenobidtico. Em contrapartida, outros
estudos visam investigar substancias que possam agir no sentido de proteger o Sistema
Nervoso contra as a¢des neurodegenerativas, inclusive as provocadas pelo MeHg.

O desenvolvimento deste trabalho experimental permitiu o estabelecimento de culturas
primarias de células gliais que se apresentaram como uma adequada ferramenta no estudo dos
efeitos citotdxicos do metilmercurio e de um possivel efeito protetor da prolactina sobre essas
células. Nesses cultivos, as células astrocitarias apresentaram uma morfologia variada: células
com morfologia estrelada, corpo celular pequeno e prolongamentos curtos ou longos (figura
3). Além do mais, nesses cultivos ainda foi possivel observar células de forma poligonal,
achatadas, com corpo celular volumoso quando comparado com o das células estreladas.
Essas variages de morfologia dos astrocitos em cultura foram demonstradas por diferentes
grupos (WILKIN et al., 1983; GARCIA-ABREU et al., 1996).

A confirmacéo da presenca de astrocitos nos cultivos foi obtida com a marcacao das
células com anticorpo anti-GFAP, a proteina marcadora de astocitos maduros no sistema
nervoso central (ENG, 1971; ENG, 2000). Essa imunomarcacéo para 0 GFAP corresponde ao
esperado para esses filamentos intermediarios (figura 3), onde sua distribui¢do no citoplasma
compreende desde a regido perinuclear até a membrana celular (ALLIOT e PESSAC, 1984).

Os efeitos do MeHg sobre a viabilidade de cultivos primarios mistos foram
caracterizados por progressiva destruicdo celular relacionada ao tempo e a dose de exposi¢ao
(Figura 4D). De fato, outro estudo mostrou uma evolugéo semelhante dos efeitos do metal em
preparacfes com cultivos astrogliais (MORKEN et al., 2005). Em ambos os estudos, 0s
efeitos comecam a ser significativos a partir da dose de 5 UM com 24 hs de incubacdo em
cultivos confluidos com SFB. As exposi¢cdes em periodos de 2, 4 e 6 hs ndo produziram dano
significativo sobre a atividade mitocondrial (Figura 4A-C), indicando uma certa resisténcia
dos astrocitos em curtos tempos de intoxicacdo. De fato, alguns trabalhos relatam que
comparados a outras células do SNC, como neurénios, as células astrociticas possuem menor
sensibilidade a citotoxidade do MeHg (KAUR, 2006; KAUR, 2007).
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Na exposicdo de 5 e 10 uM durante periodo de incubacdo de 24 hs, os cultivos
apresentaram uma reducdo de 20% e 62% da viabilidade celular, respectivamente (Figura
4D). Estudos anteriores relatam a diminuicao da viabilidade dos astrocitos expostos a baixas e
altas concentracGes de MeHg e confirmam o ensaio de MTT como um bom método para
avaliar a citotoxidade induzida por este metal (MORKEN et al., 2005) o qual reproduziu
resultados compativeis a medida de LDH (lactato desidrogenase) extracelular.

Em estudos similares os efeitos do MeHg nas concentracGes de 5-10 UM causaram
rapido prejuizo no metabolismo mitocondrial, incluindo bloqueio da sintese de lactato,
glutamato e glutationa (ALLEN et al., 2001a; ALLEN et al., 2001b; MORKEN et al., 2005);
disturbios na mitogénese (ZUCKER, et al., 1990; BURKE et al., 2006) e no citoesqueleto
(TOIMELA & TAHTI et al.,1995); formagdo de espécies reativas de oxigénio (SHANKER,
et al., 2004; KAUR et al., 2006); lise de membrana plasmatica e morte celular
preponderantemente por necrose (ver revisdo CASTOLDI et al., 2001; ver revisdo LIMKE et
al., 2004).

A andlise qualitativa da expressdo de GFAP por imunofluorescéncia demonstrou que
em algumas exposicdes, embora ndo haja alteracdo significativa da viabilidade celular,
visualizam-se mudangas na expressdo desses filamentos. Isto acontece com o0s cultivos
expostos a 1 uM de MeHg durante 6 hs (Figura 5C), os quais apresentaram a distribuicdo dos
filamentos de GFAP em numerosos prolongamentos compridos e finos, diferentemente do
cultivo controle. Além do grupo exposto a 1 uM de MeHg por 24 hs (Figura 6C), que
apresentou diminuicdo discreta no numero de células marcadas. Essas discordancias indicam
uma alteracdo inicial da expressdo de GFAP que antecede o dano sobre a atividade
mitocondrial.

Nas exposicoes de 5 e 10 uM de MeHg (Figura 7) por 24 hs observa-se que o MeHg
afetou ndo apenas a expressio de GFAP, mas também a integridade celular. E possivel
visualizar claramente a morte celular causada por este metal nessas concentragfes, além de
perda da marcacdo para o GFAP, corroborando o resultado da viabilidade celular pelo MTT.
Especialmente nos cultivos intoxicados com 10 uM (Figura 7C), a expressao normal desses
filamentos intermediarios foi criticamente prejudicada, consequentemente observa-se
astrocitos com morfologia alterada (forma circular). Sabe-se que a morfologia dessas células
depende do estado polimerizado e fosforilado de GFAP, desta forma a expressdo normal
dessa proteina é importante para manutencao da integridade da estrutura celular (LIEDTKE et
al, 1996; SLEZAK et al., 2006).
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Pela primeira vez, o teste de MTT demonstrou que a PRL pode agir sobre as células
corticais do SNC in vitro conferindo-lhe uma maior resisténcia aos efeitos citotoxicos do
MeHg. A exposicao a 5uM de MeHg por 18h reduziu em 85% a viabilidade celular, enquanto
no co-tratamento de 5 UM de MeHg e 1 nM de PRL este decréscimo da viabilidade foi de
48%, demonstrando que a PRL possui acdo citoprotetora sobre os cultivos mistos,
conseguindo atenuar os efeitos degenerativos deste metal (figura 8B). A intoxicacdo com 1
UM de MeHg e o co-tratamento com 1 nM de PRL ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa em relagdo ao controle, de maneira semelhante o qual foi observado para a
imunomarcacao para GFAP.

Outro aspecto importante a ser discutido sdo os efeitos da retirada do SFB dos
cultivos. Essa retirada permitiu purificar os efeitos da PRL administrada, posto que no soro
existe PRL em concentracdo suficiente, dentre outros fatores de crescimento e citoprotecao,
para gerar respostas de crescimento e regulacdo trofica nos cultivos, os quais poderiam
induzir falsas interpretacdes sobre os resultados alcangados. Os cultivos expostos a 5 uM de
MeHg sem SFB apresentaram 65% maior sensibilidade (Figura 8B) comparadas as células
intoxicadas na presenca de SFB (Figura 4D), sendo esta sensibilidade recuperada em cerca de
48% em cultivos co-tratados naquela condicdo. Esta diferenca sugere que fatores de
citoprotecdo presentes no soro possam atuar atenuando os efeitos toxicos do MeHg e que no
caso de celulas cultivadas sem soro esta protecdo é deflagrada a partir do tratamento com
PRL. De fato, maior acimulo e correspondente maior sensibilidade aos efeitos degenerativos
do MeHg foi evidenciado por outros estudos realizados em cultivos de astrocitos de
hemisfério cerebral (ADACHI e KUNIMOTO, 2005), onde a dose de 10 uM de MeHg foi
aproximadamente 60% mais efetiva em diminuir a viabilidade celular em cultivos de
astrocitos de hemisfério cerebral apos 24 h de incubacéo.

Além disso, é importante frisar que o cultivo controle sem SFB apresentou morfologia
estrelada, com muitos prolongamentos e corpo celular reduzido, provavelmente resultado da
auséncia de fatores de crescimento e alguns nutrientes adicionais contidos no soro fetal
bovino. Apesar disto, a viabilidade celular ndo foi afetada, indicando que esta mudanca na
morfologia ndo esta associada a algum dano celular (ABE & MISAWA, 2003). ADACHI e
KUNIMOTO (2005) também observaram as mesmas mudancas morfoldgicas sofridas pelo
astrocito devido a retirada do SFB e, demonstraram que estas alteracdes ndo refletem nenhum
dano celular e dependendo do tempo podem ser revertidas.

Em nosso estudo, a diminuicdo evidente de células imunorreativas observada apds

tratamento com 5 uM de MeHg (Figura 11E) confirmou o decréscimo de viabilidade celular
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comentado anteriormente. Apesar do nimero exiguo, as células imunorreativas remanescentes
apresentaram intensa marcacdo, muito embora predominante a regido perinuclear,
corroborando achados similares observados por outros autores (TOIMELA e TAHTI, 1995).
De fato, aqueles autores descreveram um aumento inicial da expressdao de GFAP que diminui
a medida que avangcou o tempo e aumenta a concentracao do metal.

Os cultivos co-tratados com 1 nM de PRL e 5 uM de MeHg apresentaram os efeitos
deletérios deste metal sobre a expressdo e a organizacdo dos filamentos intermediarios de
GFAP atenuados (Figura 11F). Por sua vez, o tratamento com PRL (1 nM) aumentou a
formacdo de processos citoplasmaticos com evidentes projec@es longas e afiladas, sugerindo
que este hormonio atue contribuindo para mudangas na organizacdo morfoldgica
caracteristica de astrécitos a partir da expressaio de GFAP (Figura 11B). Estes efeitos
suportam evidéncias anteriores que implicam a PRL como um agente capaz de aumentar a
expressdo de GFAP e que esta acdo poderia estar relacionada a mecanismos de diferenciacao
celular em astrécitos em desenvolvimento (MANGOURA, et al., 2000) e morfoldgica em
astrécito maduro (WILKIN et al., 1983).

Estas acOGes da PRL poderiam explicar seus efeitos atenuantes na viabilidade celular e
na preservacao de astrocitos funcionalmente aptos a expressar GFAP em cultivos expostos ao
MeHg em nosso estudo. Além disso, esses dados corroboram os estudos que demonstram
acdo da PRL sobre a regulacdo da expressio de GFAP (MANGOURA et al.,, 2000) e
estimulacdo de secrecdo de citocinas, como TNF-a e IL-1, as quais reconhecidamente podem
regular a expressao desses filamentos (DEVITO et al., 1995).

Essa protecdo promovida pela PRL sobre os efeitos do MeHg pode ser bem
evidenciada em cultivos que apresentaram drastica alteracdo da morfologia astroglial. Pois, as
culturas expostas a 5 pM de MeHg apresentaram picnose nuclear, lise de membrana
plasmastica, restos celulares e perda de morfologia estrelada caracteristica de astrocitos
controles (Figura 10C). Essas alteracfes morfologicas sdo semelhantes as caracterizadas para
morte por necrose. Muito embora ndo se tenha avaliado este parametro, os resultados estariam
de acordo com estudos que demonstram que necrose seria o tipo de morte celular
predominante em células nervosas expostas as concentra¢des > 5 uM de MeHg (revisdo
CASTOLDI et al., 2001; ver revisdo LIMKE et al., 2004).

No entanto, em cultivos co-tratados visualiza-se que 0s astrécitos remanescentes sao
numerosos, apresentam morfologia poligonal e processos curtos tipica de cultivos maduros
intactos (WILKIN et al., 1983) e reducdo da picnose nuclear, porém nitida hipertrofia celular

e auséncia de neurdnios (Figura 10D). A partir desses resultados, podemos inferir que no co-
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tratamento, a PRL agiu preferencialmente sobre os astrocitos, pois estes ndo se encontram em
processo de morte celular, mas podem estar em um quadro de astrogliose.

O astrocito reativo possui caracteristicas morfologicas tipicas, com aumento da
expressdo de GFAP e hipertrofia celular do soma e dos prolongamentos (EDDLESTON &
MUCKE, 1993; SRIRAM et al., 2004). A astrogliose € um dos mecanismos de resposta
inflamatoria do sistema nervoso central, na tentativa de reparar os danos que podem ser
causados por necrose, isquemia, traumatismo, entre outros. Além disso, o aumento da
expressdo de GFAP pode ser usado como marcador da resposta inflamatoria em diversas
patologias, incluindo intoxicacdo por metais pesados. Adicionalmente, essa proteina
desempenha um papel importante no processo inflamatério, como modulador da
sobrevivéncia ou degeneracdo neuronal (MONNET-TSCHUDI et al., 2007).

Em adicdo a hipertrofia e aumento da expressao de GFAP, o astrdcito reativo também
pode sofrer proliferacdo. Por exemplo, no cérebro de Alzheimer, os astrécitos apresentam
uma intensa proliferacio como um “esfor¢co” para reparar a area em que ocorre a
neurodegeneracdo (BLASKO et al., 2004). Nesse contexto, o quadro inflamatério também é
caracterizado pela expressdo de quimiocinas, mediadores e citocinas infamatorias, sendo 0s
astrocitos reativos importantes fontes de citocinas pré-inflamatorias, como I1L-12
(CHAVARRIA & ALCOCER-VARELA, 2004) e TNF-a ¢ IL-1 (LEE et al, 1995).
Entretanto, os mecanismos de sinalizacdo extracelular envolvidos nesta ativacdo dos
astrdcitos ainda sao pouco esclarecidos.

Além de atenuar a citotoxicidade do MeHg a PRL mostrou ser um eficiente agente
mitogénico desde que elevou em 4.5x o indice mitotico em cultivos semiconfluentes e sem
SFB (Figura 12). A potente inibicéo da proliferacao celular promovida pela exposicdo a 5 UM
de MeHg, também foi parcialmente (45%) recuperada pelo co-tratamento com PRL. Este
efeito mitogénico da PRL sobre as células gliais foi evidenciado em outros estudos por
diferentes abordagens (DEVITO et al., 1992; MANGOURA et al., 2000). Outros estudos
mostraram que a PRL pode participar de respostas gliais a injaria cerebral desde que sua
expressao aumentou apds hipoxemia isquémica, muito embora nenhum teste de neuroprotecéo
tenha sido avaliado (MODERSCHEIM et al., 2007).

O mecanismo celular pelo qual a PRL induz a proliferacdo de células ainda nédo é
completamente compreendido. Estudos demonstram que a proteina cinase C (PKC) estaria
implicada dentre os sistemas de sinalizacdo transmembrana envolvidos na regulacdo da
proliferacdo celular induzida por PRL. Devido a PRL induzir a translocagdo da PKC do

citosol para a membrana plasméatica no cérebro de ratos in vivo e in vitro e estimular a
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mitogénese astrocitaria, DEVITO et al. (1992), sugeriram que a PRL poderia atuar como um
dos fatores responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso central
associado ao fato da presenca de altos niveis de PRL e proteinas dependentes de PRL durante
0 desenvolvimento fetal. Outro mecanismo que foi demonstrado estar envolvido na
proliferacdo dos astrocitos induzida por PRL seria a via de sinalizacdo da fosfolipase D
(FLD). A PRL ativaria a FLD, produzindo dois importantes segundos mensageiros, o acido
fosfatidico (AF) e o diacilglicerol (DAG). O AF age produzindo diretamente a resposta
mitogénica. O DAG ativa a PCC, a qual é habil em ativar FLD, gerando uma alga de
“feedback” (MANGOURA et al., 2000) positivo.

Apesar da alta capacidade mitogénica da PRL, os resultados do IM demonstraram que
a mesma produziu efeito proliferativo nos cultivos co-tratados com MeHg, porém este efeito
mitogénico foi bastante reduzido na presenca do metal, se compararmos aos cultivos tratados
apenas com prolactina nas trés diferentes concentragdes (Figura 12). No entanto, o efeito
protetor da PRL sobre a viabilidade dos astrocitos na presenca de MeHg foi bastante
pronunciada. Isto sugere que a PRL estaria protegendo as células ndo apenas por sua
capacidade mitogénica, mas, através de outros mecanismos que precisam ainda ser
elucidados.

O fato de prolactina produzir efeitos proliferativos, ndo descarta a possibilidade de
atuar garantindo viabilidade celular por mecanismos alternativos como a producdo de
citocinas pré ou anti-inflamatdrias.

Em nossos resultados, PRL (1 nM) mostrou-se eficiente em induzir o aumento de
liberacdo de IL-1 B (51+1,1) quando comparado aos cultivos controles (21,9+0,5) (Figura 13).
Entretanto, em cultivos co-tratados com PRL (1 nM) e MeHg (5 uM) apresentaram liberacéo
estatisticamente superior (62,9+1,8) ao grupo controle e ao grupo intoxicado com este metal
(22,7+0,9), sugerindo uma potencializacdo do efeito da PRL, pela exposicdo ao
metilmercurio.

Os dados apresentados acima, claramente demonstram a acdo da PRL sobre a
liberacdo de uma importante citocina pré-inflamatoria, além da potencializacdo deste efeito
em casos de danos as células do SNC. A resposta inflamatoria € o mecanismo de protecao
mais primitivo desenvolvido pelo organismo, incluindo especialmente o sistema nervoso
central. Apesar de controvérsias sobre a agdo de citocinas no encéfalo, varios estudos indicam
a expressdo das mesmas, inclusive demonstrando imunorreatividade para IL-1p no SNC (ver
revissio CORREA et al., 2007). Além disso, indugdo de IL-1B em células astrogliais esta
fortemente associada a astrogliose por aumentar a expressao de GFAP (WOICIECHOWSKY
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et al., 2004). Associado a essas evidéncias, sabe-se que 0s astrocitos podem funcionar como
células imunocompetentes (CHUNG et al., 1991), a PRL pode funcionar como
imunorregulador na periferia (BOLE-FEYSOT et al., 1998) e o eixo hipotalamo - adeno-
hip6fise — prolactina esta intrinsecamente ligado a expressao de IL-1B no encefalo em quadro
de injaria (SKURLOVA et al., 2006).

Finalmente, como a IL-1p (WOICIECHOWSKY et al., 2004) e PRL (MANGOURA
et al., 2000), ambas podem estimular a gliose reativa, podemos inferir, a partir de nossos
resultados que este € o principal mecanismo pelo qual a PRL esta promovendo protecdo aos
astrdcitos contra os efeitos do MeHg. Portanto, a PRL pode estar envolvida na regulacédo da
expressdo de citocinas por astrocitos em caso de injuria no SNC. Contudo, os mecanismos de
inducéo de liberacdo de IL-1p pela PRL em astrdcitos corticais intoxicados com MeHg, ainda

necessitam ser melhor elucidados.
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5 CONCLUSAO

O MeHg causou reducdo da viabilidade celular, alteracbes morfologicas com morte
celular, expressdo de GFAP e proliferacdo glial, disturbios atenuados por prolactina, a qual,
induziu gliose reativa possivelmente mediada pela potenciacdo da liberacdo de IL-1P
resultante a exposicdo mercurial, confirmando a eficacia desse horménio em promover

neuroprotecao.
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