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RESUMO

O metilmercurio (MeHg) é a forma mais téxica do mercuario. A exposicdo ao
MeHg gera estresse oxidativo, podendo afetar a retina, pois esta possui alta
vulnerabilidade em funcdo do seu elevado conteddo de acidos graxos
poliinsaturados e consumo de oxigénio. Nesse contexto, a administracdo de
antioxidantes exogenos obtidos pela dieta, como os presentes na Euterpe
oleracea (acai), poderia ser uma forma de prevenir esse desequilibrio e suas
consequéncias. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel efeito
protetor da Euterpe oleracea nas alteracfes eletrofisioldgicas causadas pelo
MeHg na retina. Para tal, foi realizada gavagem com MeHgCl (5 mg/Kg) ou
solucdo salina (NaCl 0,9%) durante 7 dias e pré-tratamento com racéo
enriquecida com polpa de acai (10%) por 28 dias. Foram utilizados ratos Wistar
divididos em 4 grupos: Grupo MeHg (recebeu racdo padrdo e MeHgCI);
MeHg+Acai (racdo enriquecida com acai e MeHgCl); Acai (racdo enriquecida
com acai e NaCl); Veiculo (racdo padrdao e NaCl). Um dia ap6s a ultima
gavagem os animais foram submetidos ao eletrorretinograma de campo total
(FERG) para obtencéo da resposta escotopica (de bastonetes, mista 1 e mista
2) e fotopica (de cones e de flicker em 12; 18; 24 e 30Hz). No dia seguinte ao
ffERG foi aplicado o teste campo aberto para avaliar a atividade locomotora
dos animais. Posteriormente, foi feita medicao de peroxidacéo lipidica no tecido
retiniano pelo método TBARS. A andlise estatistica foi feita pelo teste ANOVA
de uma via com poés-teste de Tukey, considerando significativo p<0,05. Os
resultados do campo aberto e da massa corporal ndo apresentaram diferenca
entre os grupos. O MeHg reduziu a amplitude das seguintes respostas: onda-b
da resposta de bastonetes (Veiculo: 114,6+23,6 uV e MeHg: 41,2+9,6 uV);
onda-a (Veiculo: 8,4+1,4 uV e MeHg: 3,410,3 uV) e onda-b (Veiculo:
176,7£17,8 yV e MeHg: 69,5+12,0 yV) na resposta mista 1; onda-a (Veiculo:
103,1 +£23,3 pV e MeHg: 40,2+9,6 pV) e onda-b (Veiculo: 281+,38,3 uV e
MeHg: 138,614 pV) da resposta mista 2; onda-a (Veiculo: 27,2 £+3,6 uV e
MeHg: 7,5+1,8 uV) e onda-b (Veiculo: 139,3+16,1 yV e MeHg: 54,4+10 pV) da
resposta de cones; onda-b nas frequéncias 12 Hz (Veiculo: 67,7£10uV e
MeHg: 28,616,9 pV), 18 Hz (Veiculo: 31,313,4 pyV e MeHg: 14,2+ 2,3 uV) e 24
Hz (Veiculo: 21,0+1,8uV e MeHg: 11,0+ 1,1uV) e 30 Hz (Veiculo: 10,9+0,6uV e
MeHg: 6,0+ 1,1pV). O tempo implicito das ondas ndo foi alterado em nem uma
das respostas. O pré-tratamento com Euterpe oleracea evitou a reducdo de
amplitude de ambas as ondas nas respostas mista 1 (onda-a: 8,3+0,6 pV; onda
b: 144,1+7,1 pV) e mista 2 (onda-a: 106,4+13,6pV; onda b: 275,2+27,6 pV),
assim como da onda-b da resposta de cones (104,51+5,9 pV) e fotdpica de
flicker em 12 Hz (67,2+9,1 yV), 18 Hz (29,5+4,8 uV) e 24 Hz (21,9+2,4 pV). A
peroxidacdo lipidica no tecido retiniano do grupo MeHg (294,9+205,8%) foi
maior que a do Veiculo (100£25,1%) e o0 agai protegeu contra esse dano
oxidativo (MeHg+Acai: 111,2+26,1%). Nossos resultados demonstraram
alteracdo difusa na resposta eletrofisiolégica e aumento na peroxidacao lipidica
da retina induzidos pelo MeHg e protecdo exercida pelo acai nesses dois
parametros. Assim, a Euterpe oleracea poderia ser utilizada como importante
alternativa para amenizar as alteragdes causadas pelo MeHg na retina.

Palavras-chave: Metilmercurio, Estresse Oxidativo, Retina, Eletrorretinograma
de campo total, Euterpe oleracea, Protecao.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is organic form most toxic of mercury. The MeHg
exposure generates oxidative stress may affect the retina, because it has a high
vulnerability due to their high content of polyunsaturated fatty acids and oxygen
consumption. In this context, administration of exogenous antioxidants obtained
from the diet, such as those present in Euterpe oleracea (acai), could be a way
to prevent this imbalance and its consequences. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the possible protective effect of Euterpe oleracea in
electrophysiological changes caused by MeHg in the retina. For this was
performed gavage with MeHgCI (5mg/kg) or saline (NaCl 0.9%) for 7 days and
pretreatment with acai (10%) per 28 days. Was used Wistar rats were divided
into 4 groups: Group MeHg (received standard diet and MeHgCI); MeHg + Acai
(enriched diet with acai and MeHgCI); Acai (enriched diet with acai and NaCl);
Vehicle (standard diet and NaCl). One day after the last gavage animals were
subjected to full-field electroretinography (ffERG) to obtain the scotopic
responses (rods, mixed 1 and mixed 2) and photopic responses (cone and
flicker at 12, 18, 24 and 30Hz). The next day to the ffERG was applied open
field test to evaluate the animals locomotor activity. Subsequently,
measurement of the lipid peroxidation by the method TBARS in retinal tissue.
Statistical analysis was done by one-way ANOVA with Tukey post-test,
considering significant p<0.05. The open field and body weight results showed
no difference between groups. The MeHg reduced the amplitude of the
following responses: b-wave in rod response (Vehicle: 114.6 £ 23.6 yV and
MeHg: 41.2 + 9.6 yV); a-wave (Vehicle: 8.4 yV and MeHg + 1.4: 3.4 + 0.3 yV)
and b-wave (Vehicle: 176.7 £ 17.8 pV and MeHg: 69.5 + 12.0 yV) in mixed 1
responses; a-wave (Vehicle: 103.1 £ 23.3 pV and MeHg: 40.2 + 9.6 pV) and b-
wave (Vehicle: 281 +, 38.3 pV and MeHg: 138.6 + 14uV) in mixed 2 response;
a-wave (Vehicle: 27.2 £ 3.6 pV and MeHg: 7.5 £ 1.8 pyV) and b-wave (Vehicle:
139.3 + 16.1 yV and MeHg: 54.4 + 10uV) of cones response; b-wave in
frequencies 12 Hz (Vehicle: 67.7 £ 10pV and MeHg: 28.6 + 6.9 pV), 18Hz
(Vehicle: 31.3 + 3.4 pV and MeHg : 14.2 + 2.3 pV), 24Hz (Vehicle: 21.0 £ 1.8
MV and MeHg: 11.0 £ 1.1 pV) and 30Hz (Vehicle: 10.9 + 0.6 pV and MeHg: 6.0
+ 1.1 uV). While the implicit time of the waves was not altered. The
pretreatment with Euterpe oleracea prevented the decrease of amplitude of
both waves in mixed 1 (a-wave: 8.3 £ 0.6 yV; b-wave: 144.1 + 7,1 yV) and
mixed 2 responses (a-wave: 106.4 + 13.6 pV; b-wave: 275,2+27,6 yV), b-wave
of cone response (104.5 £ 5.9 pV) and photopic flicker at 12 Hz (67.2 + 9.1 uV),
18 Hz (29.5 + 4.8 pV) and 24 Hz (21.9 + 2.4 pV). Lipid peroxidation in retinal
tissue of MeHg group (294.9 = 205.8%) was higher than that of the Vehicle (100
+ 25.1%) and acai protected against this oxidative damage (MeHg + Acai =
111.2 = 26.1%). Our results demonstrate diffuse alteration in the
electrophysiological response and increase in lipid peroxidation of the retina
induced by MeHg and protection exerted by Euterpe oleracea in these two
parameters. Thus, Euterpe oleracea could be used as an important alternative
to attenuate the changes in the retina caused by MeHg.

Keywords: Methylmercury, Oxidative Stress, Retina, full-field
Electroretinogram, Euterpe oleracea, Protection.
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1 INTRODUCAO

1.1METILMERCURIO E O AMBIENTE

O mercurio (Hg) € um metal pesado poluente amplamente encontrado
no ambiente, que pode apresentar-se na forma inorganica ou organica. Na
forma inorganica pode ser encontrado em trés estados de oxidacao: mercurio
metélico ou elementar (Hg®); fon mercuroso (Hg,"?), pouco estavel na natureza;
fon merclrico (Hg™). As formas organicas sdo: etiimercario (C,HsHg"),
metilmercurio (CHsHg) e o dimetilmercurio ((CH3):Hg), nas quais o ion
mercurico apesenta-se ligado a um radical organico (CLARKSON, 2002).
Dentre as diferentes formas do mercurio, o metilmercurio (MeHg) é a forma
mais toxica desse metal (TOIMELA; TAHTI, 2004; CRESPO-LOPEZ, et al,
2005), pois os compostos organometalicos tém maior solubilidade em lipidos
gue espécies inorganicas, sendo mais facil de difundir através da matriz lipidica
da membrana celular, aumentando seu poencial téxico (CRESPO-LOPEZ, et
al, 2009).

A forma organica do mercario mais comumente encontrada na natureza
é o MeHg. Na Amazonia, a presenca de mercirio metalico (H°) no ambiente
deu-se principalmente pelas atividades garimpeiras (as quais utilizavam
mercurio que, posteriormente, se acumulava na atmosfera) desenvolvidas na
regido, especialmente nas décadas de 80 e 90. O mercurio metélico é oxidado
na atmosfera a fon merctrico (Hg*?), carreado pelas chuvas diretamente para
0s rios ou para o solo, de onde é levado aos rios por processo de lixiviacdo ou
erosdo ou volta para atmosfera na forma de mercurio metalico (H°), a partir de
incéndios florestais. O mercario permanece no solo amazénico por longos
periodos de tempo e em grande concentracdo por esse solo ser rico em ferro
(Fe) que forma complexo com o Hg*2. Nos rios o Hg™? é biometilado a MeHg
(CH3zHg) por bactérias metalogénicas, contaminando o ecossistema aquatico,
inclusive os peixes.(figura 1) (BOENING, 2000; WASSERMAN; HACON;
WASSERMAN, 2001; DE SA, et al, 2006; MYERS; DAVIDSON; STRAIN, 2007;



PASSOS; et al, 2003, 2007, PINHEIRO; et al, 2006, 2007, 2008, 2012,
BERZAS NEVADO,; et al, 2010).

N
Incéx

Hg"Fe Solos ricos em ferro

Hg™-Fe ErosdolLixiviagio (?)

Sedimentos

Reciclagem rapida de Hg Retengédo de Hg em solos ricos em ferro

Figura 1. O ciclo do mercario no ambiente amazdnico (WASSERMAN; HACON;
WASSERMAN, 2001).



O MeHg acumula-se na cadeia alimentar aquatica devido a magnificacéo
trofica, processo caracterizado pelo aumento da concentragdo do metal com o
avanco nos niveis troficos. Assim, peixes predadores podem apresentar
elevadas concentracdoes de MeHg, devido a capacidade desse metal organico
de permanecer por longos periodos nos tecidos do organismo, até chegar na
dieta humana através do consumo de peixes (BOENING, 2000; WASSERMAN;
HACON; WASSERMAN, 2001; DE SA, et al, 2006; MYERS; DAVIDSON;
STRAIN, 2007; PASSOS; et al, 2003, 2007; PINHEIRO; et al, 2006, 2007,
2008; 2012; BERZAS NEVADQO,; et al, 2010).

O consumo de peixe contaminado € a maior fonte de contaminacédo
humana por MeHg (DE SA, et al, 2006; MYERS; DAVIDSON; STRAIN, 2007;
PASSOS; et al, 2003, 2007; PINHEIRO; et al, 2006, 2007, 2008; 2012;
BERZAS NEVADO,; et al, 2010). Portanto, em comunidades em que o peixe é a
principal fonte de alimentacédo diéria, a populacao torna-se mais exposta a essa
intoxicacdo (DE SA, et al, 2006; MYERS; DAVIDSON; STRAIN, 2007;
PASSOS; et al, 2003, 2007; PINHEIRO; et al, 2006, 2007, 2008; 2012;
BERZAS NEVADO,; et al, 2010).

Baseada nesse fato, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estabeleceu um limite de seguranga com base na concentragdo de Hg no
musculo do peixe (0,5 pg/g de peso umido), assim como um limite de ingestao
inferior a 0,3 mg de Hg total e inferior a 0,2 mg de MeHg por pessos adulta por
semana (WHO, 1990). Entretanto estudos de monitoramento da concentragao
de Hg em pexes do rio Tapajés mostram que algumas espécies peixes
apresentam concentracdes superiores a 0,5 pug/g de peso umido no musculo,
principalmente peixes carnivoros com Traira e Tucunaré (BERZAS NEVADO,;
et al, 2010)

Comunidades ribeirinhas da Amazoénia, principalmete de Sao Luis do
Tapajos (area de garimpo de ouro), apresentam valores de concentracao
sanguinea de Hg e concentracdo de Hg em raiz de cabelo acima do limite
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude de 10 pg/L e 10 pg/g (1 pg/g
em unidade log), respectivamente (PASSOS; et al, 2003, 2007; PINHEIRO;et
al, 2006, 2007, 2008; 2012; BERZAS NEVADO,; et al, 2010). Esses valores de
tolerancia foram baseados em episddios de intoxica¢cdo aguda e correspondem

a um risco de 5% para o aparecimento dos efeitos do MeHg (WHO, 1990).



Um estudo em 7 comunidades ribeirinhas do rio Tapajés encontrou
relagdo diretamente proporcional entre 0 consumo de peixes carnivoros e a
concentragdo de mercurio no sangue e urina e relagdo inversamente
proporcional entre consumo de fruras como banana, inga e laranja (avaliado
por questionario sobre frequéncia de consumo semanal) e concentracéo
sanguinea de Hg, assim, o consumo de frutas parece regular a relacao entre
consumo de peixes e a exposi¢cdo ao Hg (PASSOS,; et al, 2003, 2007).

Em monitoramento da exposicdo ao mercurio na bacia do rio Tapajos,
de 1994 a 2010, na populacdo de Barreiras (1994-2010) e Séo Luiz do Tapajos
(1996-2007) observou-se, na maioria do periodo estudado, valores de
concentragdo de Hg em raiz de cabelo acima de 1 pg/g em unidade log, valor
superior ao limite recomendado pela OMS (WHO, 1990). Variando em S&o Luiz
do Tapajés de 1,21+0,03 pg/g em 1996 a 1,16+0,07 pg/g em 2007 e em
Barreiras de 1,25+0,04 pug/g em 1994 a 1,0+£0,03 pg/g em 2010.

Os valores foram abaixo de 1 pg/g apenas no ano de 2002 (0,86+0,03
Hg/g) em S&o Luiz do Tapajos e nos anos de 2001 (0,94+0,04 ug/g), 2005 (0.96
+ 0.05 pg/g) e 2008 (0.92 + 0.04 pg/g) em Barreiras. A concentracdo de
mercurio total encontrada em ambas as comunidades ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os anos, confirmando a constante exposicdo da
populacdo da Amazodnia a esse metal, especialmente comunidades ribeirinhas
(PINHEIRO; et al, 2012).

1.2 METABOLISMO DO METILMERCURIO.

Apbs a exposicao via oral o0 MeHg € absorvido no trato gastrointestinal
com taxa de absorcdo de cerca de 90-95% em humanos (SANFELIU, et al,
2003) nédo variando consideravelmente entre animais de diferentes espécies
(CECCATELLI; DARE; MOORS, 2010). Essa elevada taxa de absorcéo
contribui significativamente para a sua elevada disponibilidade e consequente
toxicidade (NIELSEN, 1992). Posteriormente a absorgédo, o MeHg é distribuido
entre varios tecidos, através da corrente sanguinea por ligagdo com residuos

cisteina da hemoglobina dos eritrécitos (ZAREBA;et al, 2007) e sua excrecéo



ocorre principalmente através do rim (menos de 10% do metal excretado) e do
trato gastrointestinal. O mercurio inorganico formado no figado (por
desmetilacdo) e o MeHg ndo desmetilado sdo excretados na bilis conjugados
com glutationa (GSH) (WHO, 1990). No entanto, o MeHg é reabsorvido no
intestino pela recirculacdo enterohepatica voltando para a corrente sanguinea.
A taxa de excrecao do MeHg depende da espécie assim como a meia vida de
excrecao que varia de 1000 dias em peixes, 70 dias em humanos, 16 dias em
ratos a 8 dias em camundongos (CLARKSON, 1972 apud CECCATELLI;
DARE; MOORS, 2010).

Também ocorre processo de desmetilacdo no cérebro pela acdo de
astrocitos e micréglia por mecanismos ainda néo totalmente elucidados e o
mercurio inorganico formado apresenta meia-vida longa nesse tecido. Uma vez
no tecido cerebral, 0 Hg pode ser sequestrado por metalotioneinas (MTTSs),
uma familia de proteinas ricas em cisteina que se ligam com alta afinidade
metais (Cd, Zn e Hg). As MTTs s&o encontradas em diferentes orgaos,
incluindo o cérebro (CECCATELLI; DARE; MOORS, 2010) e o epitélio
pigmentar da retina (TATE; MICELI; NEWSOME, 1995).

O MeHg afeta uma variedade de funcdes celulares, podendo causar
danos em muitos 6rgdos e tecidos. Entretanto, trabalhos toxicolégicos sobre a
exposicao ao MeHg demonstraram que o sistema nervoso central (SNC) € um
importante alvo da toxicidade do MeHg (MOTTET,; et al., 1984; CARTA; et al,
2003; TOIMELA; TAHTI, 2004; CRESPO-LOPEZ, et al, 2007; BERZAS
NEVADO; et al, 2009; MAXIMINO, et al, 2011) levando a prejuizos
neuroldgicos que afetam habilidades cognitivas, sensoriais e motoras (WHO,
1990; LEBEL;et al, 1998; CARTA; et al, 2003; LUCENA; et al, 2007,
CECCATELLI; DARE; MOORS, 2011; FARINA; ASCHNER; ROCHA, 2011;
MAXIMINO, et al, 2011).

A toxicidade do MeHg no SNC pode estar relacionada a sua habilidade
de atravessar facilmente a barreira hemato-encefalica acumulando-se em
diferentes areas como o coértex cerebral, cerebelo, hipotdlamo, glandula
pituitaria, estriado, fissura calcarina do cortex visual e retina (MOTTET; et al,
1984,CHARLESTON; et al, 1995; OLIVEIRA; et al, 2006; MELA, et al, 2010).

As alteracdes induzidas pelo MeHg em regi6es como cértex cerebral e
cerebelo (FARINA,; et al, 2005; LUCENA, et al, 2007) séo bastante exploradas,



porém poucos trabalhos mostram as alteragcdes causadas por esse metal na
eletrofisiologia da retina, que € um alvo potencial de dessa toxicidade (GOTO;
SHIGEMATSU; TOBIMATSU; et al, 2001; VENTURA, et al, 2004,
RODRIGUES; et al 2007, BARBONI, 2007; BARBONI; et al, 2008; FEITOSA-
SANTANA; et al, 2008). Neste contexto estudos que exploram os efeitos
toxicolégicos do MeHg na retina sdo de singular importancia para a
caracterizacdo de possiveis farmacos que minimizem a acdo deste metal no

sistema visual.

1.3 FISIOLOGIA DA RETINA

A retina € responsavel pela captacdo de sinais luminosos e
transformacao desses em sinais neurais, processo iniciado a partir da absorcéo
de luz pelos fotorreceptores. A retina apresenta uma organizacdo laminar com
as células dispostas em camadas como mostrado na figura 2 (CAJAL, 1972;
WASSLE, 2004).

A citoarquitetura da retina est4 organizada, da camada mais externa
para a mais interna: epitélio pigmentar (envolve os segmentos externos dos
fotorreceptores promovendo a nutricdo dessas células e continua reciclagem
dos segmentos externos); camada de segmentos externos dos fotorreceptores;
camada nuclear externa (possui os corpos celulares dos fotorreceptores);
camada plexiforme externa (onde os fotorreceptores estabelecem sinapses
com as células bipolares e horizontais); camada nuclear interna (contém os
corpos celulares das células horizontais, bipolares, améacrinas e nucleo das
células de Miiller); camada plexiforme interna (onde bipolares e amécrinas
estabelecem contato sinaptico com as células ganglionares); camada de
células ganglionares (figura 2) (CAJAL, 1972; WASSLE, 2004).
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Figura 2. Organizagéo da retina em camadas (Adaptado de PURVES; et al, 2004).



Na retina de vertebrados encontramos dois tipos de fotorreceptores: 0s
bastonetes e os cones, divididos morfologicamente em segmento externo,
segmento interno, corpo celular e terminais sinapticos. O segmento interno
separa-se do segmento externo por um estrangulamento na membrana
chamado pediculo ciliar.

O segmento interno continua-se com o corpo celular (onde localiza se o
ndcleo) e a terminagdo sindptica. Nos cones a terminacao sinaptica designa-se
por pediculo, € grande, cbnica, com uma por¢cdo terminal achatada e nos
bastonetes, designam-se por esférulas e sdo pequenas porcdes alargadas da
terminacdo dos axbnios. A estrutura dos fotorreceptores é apresentada na
figura 3 (ANDERSON; FISHER, 1976; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL,

2000).
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Figura 3. Estrutura de bastonetes e cones (Adaptado de
http://thebrain.mcqill.ca/flash/d/d 02/d 02 m/d 02 m vis/d 02 m vis.html.  Acesso
em 26/12/2012).
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O segmento externo dos fotorreceptores contém dobras na membrana
celular (discos membranosos) que absorvem a luz devido a presenca de
fotopigmento, uma proteina receptora sensivel a luz chamada opsina (DACEY,
2000; MASLAND, 2001; FU; YAU, 2007).

A membrana do segmento externo dos fotorreceptores, assim como, a
retina como um todo apresentam alto conteddo de acidos graxos
poliinsaturados que s@o susceptiveis a oxidacdo. Consequentemente, essas
membranas sdo muito vulneraveis a peroxidacao lipidica induzida pela acdo
dos radicais livres, aumentados pela exposicdo mercurial, podendo gerar
alteracbes estruturais, fisiolégicas e até a morte das células da retina,
especialmente dos fotorreceptores (FLIESLER; ANDERSON, 1983; ALI;
LEBEL; BONDY, 1992; FARINA; et al.,2005; LUCENA; et al, 2007; DO
NASCIMENTO;et al, 2008; FRANCO; et al, 2009, 2010; ABDALLA,; et al, 2011;
BARCELOS; et al, 2011; FARINA, et al, 2011).

Além de a retina conter altos niveis da enzima superéxido dismutase
(SOD), que catalisa a dismutacdo do anion superdxido (O%) em peréxido de
hidrogénio (H,O,) e oxigénio (O,) e baixa atividade das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT), que catalisam a dismutagdo do H,O, em
agua e O,, em relacdo a outros tecidos, o que favorece o acimulo de peréxidos
e consequente dano na membrana (FLIESLER; ANDERSON, 1983).

Os bastonetes contém como fotopigmento a rodopsina e apresentam
segmento externo alongado com muitos discos membranosos, tém alta
sensibilidade a luz com baixo limiar de ativacdo, sendo capaz de detectar um
anico foton, mas tém lenta resolucdo temporal, ou seja, ndo sdo bons na
deteccdo de objetos em movimento rapido. Atuam principalmente na visdo
escotdpica ou noturna (em baixas condi¢cbes de iluminacdo) e acroméatica
(ANDERSON; FISHER, 1976; FU; YAU, 2007) com pico de sensibilidade
espectral em torno de 500 nm de comprimento de onda de luz em ratos
(JACOBS; FENWICK; WILLIAMS, 2001).

Ja os cones contém o fotopigmento opsina e apresentam segmento
externo em forma conica, mais curto e estreito, sS40 menos sensiveis a luz e
ativados em condi¢des de iluminacdo superior as que ativam 0s bastonetes, ou
seja, sdo necessarios mais fétons para ativa-los (ANDERSON; FISHER, 1976;

FU; YAU, 2007). Dessa forma, os cones atuam principalmente na visao
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fotdpica ou diurna e visao de cores. Tem maior resolucao temporal, sendo mais
adequados na detecgcdo de objetos em movimento (KANDEL; SCHWARTZ;
JESSELL, 2000; FU; YAU, 2007).

Os cones sdao classificados de acordo com a regido do espectro de luz
com maior probabilidade de excitar seu fotopigmento, ou seja, cada tipo de
cone possui opsinas mais sensiveis a um comprimento de onda especifico
(DACEY, 2000; GEGENFURTNER; KIPER, 2003).

Cones e bastonetes possuem diferencas morfolégicas e funcionais, mas
realizam semelhantes mecanismos de conversao de informacéo luminosa em
elétrica, mecanismo chamado fototransducao.

A ativagdo do pigmento fotossensivel rodopsina ou opsina presente nos
segmentos externos dos fotorreceptores é o primeiro passo da fototransducéo.
A ativacdo da rodopsina ativa a transducina, uma proteina G localizada na
membrana do segmento externo dos fotorreceptores, a qual ativa a
fosfodiesterase (PDE), enzima que hidrolisa o segundo mensageiro guanosina
monofosfato ciclica (GMPc), diminuindo suas concentracdes no fotorreceptor, o
que induz o fechamento dos canais de cations ativados por GMPc,
interrompendo a entrada de ions Na*, gerando hiperpolarizacdo graduada do
fotorreceptor. Seguida do fechamento dos canais de calcio no terminal
sinaptico da célula, e consequente diminuicdo da liberacdo de glutamato na
sinapse.

Esse fendbmeno é denominado fototransducdo. Na auséncia de luz a
fosfodiesterase ndo é ativada, ndo ha degradacdo de GMPc em GMP, os
canais de cétions permanecem abertos, a célula fica despolarizada e ha
liberacdo de glutamato (Figura 4) (PUGH; COBBS, 1983; BURNS,; et al, 2002;
FU; YAU, 2007).
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Figura 4. Fototransducao (KRAMER; MOLOKANOVA, 2001).
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A fototransducdo exige um alto consumo de oxigénio com elevada
atividade mitocondrial nos fotorreceptores. Essa caracteristica torna a retina
susceptivel a alteracdes no equilibrio redox e a danos mitocondriais, como 0s
causados pelo MeHg (ANDERSON, 1968 ALI; LEBEL; BONDY, 1992; FARINA;
et al.,2005; LUCENA,; et al, 2007; DO NASCIMENTO;et al, 2008; FRANCO; et
al, 2009, 2010; ABDALLA; et al, 2011; BARCELOS; et al, 2011; FARINA, et al,
2011).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) prejudicam o metabolismo
energético mitocondrial através da inducdo de mudancas oxidativas estruturais
e subsequente inatividade de enzimas mitocondriais que possuem papel
essencial na producdo de ATP. Além da direta acdo de EROs nos lipidios e
proteinas da membrana mitocondrial que pode resultar na ativacdo da cascata
apoptotica, através da abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (FISKUM; et al., 2004). Podendo, assim, levar a morte dos
fotorreceptores e prejudicar a fototransdugéo, reduzindo a resposta da retina a
estimulos luminosos.

Apos a conversdo da informacdo Iluminosa em elétrica, esta €
transmitida dos fotorreceptores as células bipolares diretamente ou através das
células horizontais (DACEY, 2000; MASLAND, 2001; WASSLE, 2004). As
células bipolares sdo classificadas de acordo com as respostas ao
neurotransmissor glutamato liberados pelos fotorreceptores da seguinte forma:
células bipolares do tipo ON (hiperpolarizam na presenca e despolarizam na
auséncia de glutamato) e células bipolares do tipo OFF (despolarizam na
presenca de glutamato e hiperpolarizam na sua auséncia) (BOYCOTT;
WASSLE, 1991; EULER, SCHNEIDER; WASSLE, 1996; DACEY, 2000;
MASLAND, 2001; WASSLE, 2004).

A compreensdao da funcdo das células bipolares depende do conceito de
campo receptivo que é a area da retina que quando estimulada pela luz gera
uma alteracdo no potencial de membrana da célula. Sendo que o campo
receptivo de uma célula bipolar é dividido em duas regides: o centro que
recebe aferéncias diretas dos fotorreceptores (via direta); a periferia que recebe
aferéncias das células horizontais (via indireta), fornecendo informacdo dos
fotorreceptores (figura 5) (BOYCOTT; WASSLE, 1991; BERNTSON; TAYLOR,
2000; DACEY, 2000; MASLAND, 2001; WASSLE, 2004).
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Figura 5. Ativacdo das células bipolares ON e OFF (Adaptado de http://what-when-
how.com/neuroscience/visual-system-sensory-system-part-2/. Acesso em 12/02/2013).
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Portanto, as células bipolares possuem centro e periferia antagbnicos
NOS Seus campos receptivos, ou seja, as respostas do potencial de membrana
de uma célula bipolar a luz no centro do seu campo receptivo sdo opostas as
geradas pela luz na periferia. Desse modo, as células bipolares ON possuem o
centro do campo receptivo do tipo on (ativado pela luz) e a periferia do tipo off
(desativado pela luz), enquanto as células bipolares OFF possuem centro off e
periferia on (BOYCOTT; WASSLE, 1991; BERNTSON; TAYLOR, 2000;
DACEY, 2000).

Os fotorreceptores que constituem o centro do campo receptivo se
hiperpolarizam na presenca da luz reduzindo a liberagéo de glutamato na fenda
singptica. Essa reducdo de glutamato resulta na despolarizacdo das células
bipolares tipo ON. Enquanto isso as células horizontais ligadas aos
fotorreceptores da periferia ndo iluminada do campo receptivo despolarizam,
levando a hiperpolarizacdo das células bipolares tipo OFF (Figura 5)
(BOYCOTT; WASSLE, 1991; EULER, SCHNEIDER; WASSLE, 1996; DACEY,
2000; MASLAND, 2001; WASSLE, 2004).

ApOs esse processo, as células bipolares, por sua vez, transmitem os
sinais para as células ganglionares, de maneira direta ou através de conexdes
com as células amacrinas (interneurénios cuja funcdo ainda ndo é bem
elucidada). As células ganglionares também possuem organizacdo centro-
periferia como as bipolares as quais estdo ligadas. As células ganglionares
geram potenciais de agdo conduzidos pelo nervo 6tico, formados pelos ax6nios
dessas células, para os centros de processamento visual (DACEY, 2000;
GEGENFURTNER; KIPER, 2003; WASSLE, 2004).

1.4 RETINA DE RATOS

A camada de fotorreceptores em ratos contém aproximadamente 99%
de bastonetes e 1% de cones (figura 6). Esse sistema visual bastonete
dominante essencialmente ativo em condi¢gdes escotopicas (com baixas
condicoes de iluminagdo) é importante devido o rato ser um animal noturno. A

distribuicdo espacial de cones e bastonetes é relativamente uniforme por toda a
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retina, ndo contendo fovea (SZEL; ROHLICH,1992, 2000). Diferente da retina
de humanos que possui distribuicdo de fotorreceptores na qual os bastonetes
ocupam principalmente a periferia da retina e cones o centro.

A retina de primatas possui uma depressao na regidao central chamada
févea que contém quase exclusivamente fotorreceptores cones e € altamente
especializada com alta acuidade visual e discriminagéo de formas e detalhes
finos (DACEY, 2000; GEGENFURTNER; KIPER, 2003). A densidade de cones
na retina de ratos € similar a encontrada na periferia da retina de primatas
(BOYCOTT; WASSLE, 1999 apud JACOBS; FENWICK; WILLIAMS, 2001).
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Figura 6. Distribuicdo de fotorreceptores na retina de ratos. Em A os cones UV, em B
os cones M e em C os bastonetes (SZEL; ROHLICH,1992).
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A retina de humanos contém 3 tipos de cones: cones S (short
wavelength sensitive); cones M (midlle wavelength sensitive); cones L (long
wavelength sensitive), com pico de absorcao espectral em aproximadamente
440 nm, 535 nm e 565 nm, respectivamente (DACEY, 2000;
GEGENFURTNER; KIPER, 2003). Ja os ratos, como qualquer mamifero néo
primata, possuem dois tipos de cones caracterizando seu sistema visual como
dicromata (BOWMAKER, 1998). S&o eles: cones tipo M e cones tipo UV, sendo
cerca de 7% de todos os cones do tipo UV em ratos albinos (figura 7) (SZEL;
ROHLICH, 1992) e 11-12% em ratos pigmentados (JACOBS; FENWICK;
WILLIAMS, 2001). Os cones tipo UV possuem pigmento mais sensivel a
comprimentos de onda curtos, com pico de absorgédo em aproximadamente 359
nm e os cones tipo M possuem pigmento mais sensivel a comprimentos de
onda médios, com pico em aproximadamente 509 nm, representados na figura
7 (JACOBS; FENWICK; WILLIAMS, 2001).
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Figura 7. Curvas de absorgéo espectral dos cones tipo UV e M encontrados na retina
de ratos (Adaptado de JACOBS; FENWICK; WILLIAMS, 2001).
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Na maioria dos mamiferos, inclusive em humanos, ha dois tipos de
células horizontais morfologicamente distintas, em ratos h4 apenas um tipo,
chamadas células horizontais do tipo B e dispostas em um mosaico
homogéneo e regular (figura 8). No entanto, a razdo cone/células horizontal é
similar a das espécies com dois tipos de células horizontais, logo, a falta de um
dos tipos de células horizontais ndo acarreta grandes diferencas na
transmissdo do sinal (CHU; HUMPHREY; CONSTABLE, 1993; PEICHL;
GONZALEZ-SORIANO, 1994).

Figura 8. Micrografia de células horizontais da retina de rato. Focada na borda
camada plexiforme externa/camada nuclear interna. Em A magnificacdo de 20 pm e
em B 30 um (CHU; HUMPHREY; CONSTABLE, 1993).

Na retina de ratos ha nove tipos morfologicamente diferentes de células
bipolares de cones e um tipo de célula bipolar de bastonete classificados com
base no padrao das ramificacdes e no nivel da estratificacdo das terminacdes
dos axdnios na camada plexiforme interna (figura 9). As células bipolares de
cones totalizam cerca de 50% de todas as células bipolares de ratos (EULER,;
WASSLE, 1995). Enquanto primatas possuem 11 tipos de células bipolares de
cones e uma de bastonete (WASSLE, 2004).
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IFL
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Figura 9 Diagrama das células bipolares encontradas na retina de ratos. Nove (1-9)
sao células bipolares de cones (CB) e uma é célula bipolar de bastonetes(RB). OPL:
camada plexiforme externa, INL: camada nuclear interna, IPL: camada plexiforme
interna, GCL: camada de células ganglionares (EULER; WASSLE, 1998).

As células amécrinas sdo as células mais diversas da retina, com mais
de 30 tipos ja descritos (MASLAND, 2001; WASSLE, 2004). N&o sdo
conhecidas as funcdes especificas de todos os tipos, porém sabe-se que
possuem morfologia diferenciada de acordo com o neurotransmissor utilizado:
as gabaérgicas possuem longos processos axonais, chamadas de células de
campo grande (wide field) e as glicinérgicas possuem processos curtos,
chamadas de células de campo estreito (narrow field) (MASLAND, 2001;
WASSLE, 2004). Na retina de ratos foram identificadas 15 tipos de células
amacrinas glicinérgica (MENGER; POW; WASSLE, 1998).

Na camada de células ganglionares de ratos ha grande numero de
células amacrinas deslocadas, podendo chegar a mais de 50 % do total de
células dessa camada (PERRY, 1981).

A camada das células ganglionares da retina de mamiferos apresenta de
15 a 20 tipos diferentes de células ganglionares, cujas principais caracteristicas
que as distinguem sdo o tamanho de sua ramificacdo e o tamanho de suas
arvores dendriticas. Cada tipo de célula ganglionar é responsavel pela
codificacdo e aspectos diferentes das cenas visuais, 0 que gera adequada
resolucdo espacial e temporal (WASSLER, 2004). Os ratos possuem 16 tipos
de células ganglionares que apresentam significativa variabilidade na sua
citoarquitetura sem simetria radial rigorosa e a localizacdo das areas de maior

densidade € aparentemente aleatéria (DANIAS, et al, 2002).
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Apesar da retina de ratos ser bastonete dominante (SZEL; ROHLICH,
1992), Euler; Wassle (1995) observaram que cerca de 50% de todas as células
bipolares sdo células bipolares de cone, possuindo mesma propor¢do de
células bipolares de cones de primatas que, também, sdo bastonete dominante
(95% de bastonete e 5% de cones) (WASSLE, 2004).

Logo, essas células podem desempenhar um papel mais importante no
sistema visual do rato do que se pensava e isso pode se refletir no
eletrorretinograma, uma técnica amplamente utilizada para avaliacdo funcional
da retina (EULER; WASSLE, 1995).

1.5 ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL (ffERG)

O eletrorretingrama de campo total (ffERG) é o registro elétrico da retina
em resposta a um estimulo luminoso que gera estimulagcdo simultanea em todo
o campo visual permitindo uma avaliacdo em massa das células de toda retina.
Esse teste € utilizado no mundo inteiro para avaliar o estado da retina em
doencas oculares em pacientes humanos e em animais de laboratério
utilizados como modelos de doencas da retina (HOLMGREN, 1980; MARMOR,;
et al, 2009; JACOB,; et al, 2011)

O estimulo luminoso pode ser gerado por um equipamento chamado
Ganzfeld, palavra alema que significa “Campo Total” (formado por uma cupula
com interior constituido de uma superficie difusora branca de alta pureza) ou
por fotoestimulador movel. A estimulacéo é realizada através de modulacédo da
fonte luminosa, podendo alterar caracteristicas dos estimulos como
intensidade, frequéncia temporal e cromaticidade (HECKENLIVELY; ARDEN,
2006; JACOB,; et al, 2011).

Os potencias elétricos sdo captados por diferentes tipos de eletrodos
ativos que podem ser posicionados em diferentes regiées: na cérnea (como o0s
eletrodos em forma de lente de contato dos tipos Burian - Allen ou ERG — Jet);
na conjuntiva (como as fibras condutoras do tipo DTL ou eletrodos em forma de
folnas de ouro); na superficie cutdnea (como os eletrodos de superficie)
(MARMOR,; et al, 2009;HECKENLIVELY; ARDEN, 2006).
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O registro da resposta elétrica da retina € obtido através da diferenca de
voltagem medida entre o eletrodo ativo e o eletrodo de referéncia. O eletrodo
terra serve de zero, ou seja, a polaridade da voltagem registrada é positiva
(eletrodo ativo) ou negativa (eletrodo referéncia) em relacédo ao eletrodo terra.
Os eletrodos de referéncia e terra sdo geralmente eletrodos cutaneos e podem
ser do tipo agulha (intradérmicos) ou de superficie (epidérmicos), feitos de
metal como platina, prata, ouro, niquel, aco inoxidavel (HECKENLIVELY;
ARDEN, 2006). O eletrodo ativo detecta corrente extracelular gerada em
resposta a um estimulo luminoso, demonstrada na figura 10 (MARMOR;et al,
2009).

ERG —

Figura 10. Correntes extracelulares geradas em resposta a estimulo luminoso. A
trajetéria A da corrente representa a corrente local através da retina, enquanto a
trajetéria B mostra as correntes que saem da retina através do humor vitreo e da
cérnea e voltam a retina através da cordide e epitélio pigmentar. O registro do
eletrorretinograma é obtido a partir da trajetoria B.
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Os protocolos utilizados para obtencéo dos diferentes tipos de respostas
no ffERG sdo baseados na condicdo de adaptacdo prévia ao escuro
(escotopica) ou ao claro (fotopica) e condicdes de estimulacdo como
intensidade e duracdo do estimulo e intervalo entre os estimulos. Os tipos de
resposta mais estudadas sdo: escotopica de bastonetes; escotOpica maxima
(resposta mista de bastonete-cone); escotopica de potenciais oscilatorios;
fotépica de cones ao flash unico; fotépica de flicker (figura 11). Dentro da
mesma resposta pode-se variar a intensidade e duracdo do estimulo no intuito
de realizar uma avaliacdo mais ampla da resposta elétrica da retina
(HEIDUSCHKA; SCHRAERMEYER, 2008; MARMOR; et al, 2009; HARAZNY;
et al, 2009).

A adaptacdo escotopica (ao escuro) isola resposta de bastonetes ou
permite a obtencdo de resposta mista de cones e bastonetes e a adaptacao
fotdpica (ao claro) isola resposta de cones (MARMOR; et al, 2009).

Os registros obtidos através dos diferentes estimulos e condi¢cdes de
adaptacao apresentam formas distintas. Os componentes mais analisados nos
estudos que utilizam o ffERG séo a onda negativa (a) e a positiva (b), cuja

amplitude e tempo implicito sdo determinados (figura 11).
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Resposta escotopica Resposta escotdpica maxima
de bastonetes (bastonetes e cones)

-------- >

Resposta fotopica- Unico flash Resposta fotopica- flicker
(cones)

ffffffff >

Figura 11. Formas de ondas obtidas no ffERG em resposta a diferentes estimulos. As
setas azuis indicam o momento do inicio do estimulo, as setas pretas representam as
amplitudes das ondas a e b e as setas tracejadas representam tempo impicito das
ondas a e b.
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Cada componente da onda é gerado por determinado grupo celular. A
onda-a negativa é gerada pela hiperpolarizacdo dos fotorreceptores, enquanto
a onda-b positiva é gerada pela despolarizacdo das células de Miiller (células
da glia que se estendem por toda a largura da retina, desempenham uma
funcdo de suporte aos diferentes elementos celulares e manutencdo da
integridade estrutural da retina) em resposta ao aumento da concentracao de
potassio na retina interna e pela ativacdo das células bipolares do tipo ON. A
onda c positiva mais lenta € gerada pela hiperpolarizacdo do epitélio pigmentar
(NOELL, 1954).

O conhecimento sobre as origens celulares dos componentes do ERG
foi obtido a partir de varios experimentos. A origem da onda-a como resposta
dos fotorreceptores foi mostrada a partir de registro do ERG com
microeletrodos intra-retinianos e da exposicdo da retina a agonistas ou
antagonistas de L-glutamato, que podem bloquear a transmissao sinaptica dos
fotorreceptores, o que resultou na eliminagcdo dos demais componentes
isolando a onda-a. Além dos fotorreceptores, estudos sugerem que as células
bipolares OFF possuem papel importante na geracdo da onda-a. Essa
afirmacéo foi obtida a partir do uso de PDA, acido piperidinedicarboxilico
(substancia responsavel por bloquear a transmissdo de sinais entre 0s
fotorreceptores e as células bipolares OFF e horizontais e entre as células
bipolares ON e OFF e as células ganglionares e amacrinas) que provocou
reducdo na amplitude até o bloqueio completo da onda-a (HECKENLIVELY;
ARDEN, 2006; JACOB; et al, 2011).

A origem celular da onda-b foi descoberta através do blogueio da
transmissao sinaptica dos fotorreceptores para neurbnios de segunda ordem
(por saturacdo dos receptores pos-sindpticos com L-aspartato ou L-glutamato)
que elimina onda-b, logo, esse componente seria gerado a partir da retina pés-
sinaptica aos fotorreceptores (células bipolares ON e células de Miller). Outro
experimento que corroborou com o anterior utilizou a droga 2-Amino-4-
phosphonobutyrate (APB), um agonista especifico dos receptores de glutamato
metabotropicos (receptores encontrados apenas nas ceélulas bipolares centro
ON) e observou que houve redugdo na resposta da onda-b do ERG,
praticamente sem alteragdo na onda-a, logo, a onda-b seria gerada

principalmente pelas células bipolares ON. A participacdo das células de Miiller
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foi demonstrada por registro intracelular na retina, no qual lenta despolarizacéao
de células de Miuller em resposta a um estimulo de luz seguiu um padrdo
temporal, semelhante a onda-b do ERG (HECKENLIVELY; ARDEN, 2006;
JACOB; et al, 2011).

A onda-c teve sua origem descoberta a partir de registros intracelulares
em células do epitelio pigmentar que mostrou alteracées potenciais idénticas a
onda-c em resposta a estimulo luminoso. O epitélio pigmentar como origem da
onda-c foi confirmado pelo experimento em que essa foi separada da retina
resultando no desaparecimento desse componente (HECKENLIVELY; ARDEN,
2006; JACOB,; et al, 2011).

O ERG tem sido muito utilizado para avaliacdo da retina em varias
doencas que geram degeneracdo retiniana e em toxicidade de drogas usadas
em elevadas doses ou por longo periodo de tempo (ANYANWU; KANU;
NNADOZIE, 2006; HECKENLIVELY; ARDEN, 2006; JACOB; et al, 2011).

Essa técnica também se mostrou eficaz na caracterizacdo das
alteracdes eletrofisiolégicas da retina em exposicdo experimental ao MeHg
(GOTO; SHIGEMATSU; TOBIMATSU; et al, 2001), desta forma o
eletrorretinograma representa uma técnica pouco evasiva para avaliacao de
disfuncbes do sistema visual e pode representar uma importante ferramenta
para avaliacdo de substancias que podem proteger este sistema contra o0s

efeitos toxicos de xenobidticos como o0 MeHg

1.6 INTOXICACAO MERCURIAL NO SISTEMA VISUAL

O sistema visual como um alvo potencial para a intoxicagdo mercurial é
bem reportado na literatura (WHO, 1990; LEBEL;et al, 1998, GOTO;
SHIGEMATSU; TOBIMATSU,; et al, 2001; VENTURA, et al, 2004; BONCI et al,
2006; RODRIGUES; et al 2007, BARBONI, 2007; BARBONI; et al, 2008;
FEITOSA-SANTANA,; et al, 2008; MELA; et al, 2010, 2012).

A vulnerabilidade do sistema visual ao MeHg foi demonstrada a partir de
alteracOes funcionais como reducao da funcéo de sensibilidade ao contraste

espacial e temporal de luminancia (funcdo que permite perceber diferengas de
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luminosidade entre regifes adjacentes) em macacos expostos ao MeHg (RICE;
GILBERT, 1990). Outras alteracGes decorrentes da intoxicagdo mercurial na
visdo foram evidenciadas em humanos. Entre essas estdo: reducéo de campo
visual, da capacidade de discriminacdo cromatica e de sensibilidade ao
contraste espacial de luminancia e reducdo da resposta elétrica da retina
(LEBEL;et al, 1998, VENTURA, et al, 2004; RODRIGUES; et al 2007,
BARBONI, 2007; BARBONI; et al, 2008; FEITOSA-SANTANA; et al, 2008).

Também ja foi demonstrado que as células da retina apresentam
vulnerabilidade seletiva ao MeHg. Caracterizada por reducdo da amplitude das
respostas no registro eletrofisiolégico da retina (ERG), no qual os cones
apresentaram mais sensibilidade que os bastonetes, células bipolares e células
de Mduller. Enquanto as células amacrinas seriam relativamente resistentes
(GOTO; SHIGEMATSU; TOBIMATSU; et al, 2001). A resposta eletrofisiologica
de células horizontais na retina de peixes (Hoplias malabaricus) também é
alterada pelo MeHg com reducdo da amplitude na maioria das doses (0,01;
0,05 e 0,1 mg/kg) ou completa eliminacdo da resposta (1.0; 2,0 e 6 mg/kg)
(TANAN; et al, 2006).

A importancia do estudo da retina na intoxicacdo mercurial foi reforcada
por Herculano et al (2006) que demonstraram a vulnerabilidade em cultura de
células de retina de embrido de galinha a toxicidade induzida pelo MeHg com
reducdo da viabilidade celular de aproximadamente 50% em 6 horas de
incubacdo com 10uM de MeHg e observaram que essa reducéo de viabilidade
ocorre com modulagéo nitrérgica.

A sensibilidade da retina ao MeHg foi demonstrada em modelo com
peixes por Mela et al (2010), estudo que mostrou que esse metal tem a
capacidade de atravessar a barreira hemato-retiniana.acumulando-se em alta
densidade nas camadas nucleares interna e externa, no segmento interno da
camada de fotorreceptores e nos discos dos segmentos externos,
ocasionalmente, nas camadas plexiformes, muito raramente no espaco
intercelular da camada de células ganglionares sem depésito de Hg na camada
de fibras do nervo Optico. Depédsitos de mercurio foram encontrados
distribuidos em toda a retina, mas a marcagdo mais intensa foi observada na
regido central. Houve, também, uma reducdo na espessura da camada nuclear

interna tanto na retina central quanto periférica (MELA, et al, 2010).
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Os mesmos autores demonstraram que a exposi¢cdo ao MeHg causam
degeneracdo na camada de fotorreceptores, alteracdes morfolégicas no
segmento interno e externo dos bastonetes, alteracdes estruturais na
membrana plasmatica e descontinuidade estrutural dos discos membranosos
do segmento externo dos fotorreceptores (MELA; et al, 2012).

Outro estudo de avaliacdo morfoldgica da retina de peixes tratados com
MeHg mostrou reducdo na densidade de células bipolares ON e amacrinas,
com diferente susceptibilidade a intoxicacdo mercurial, sendo as amacrinas
afetadas de forma dose dependente, apresentando reducdo de densidade a
partir da menor das duas doses utilizadas (2ug/g) e as bipolares tiveram
densidade reduzida apenas com a maior dose (6ug/g) (BONCI;et al, 2006),
contrariando o achado de que as células amacrinas seriam relativamente
resistentes a intoxicagcao mercurial (GOTO; SHIGEMATSU; TOBIMATSU; et al,
2001).

As alteracBes histoldgicas e funcionais da retina supracitadas podem
estar relacionadas como desequilibrio do estado redox causado pelo MeHg
(ALI; LEBEL; BONDY, 1992; FARINA; et al.,2005; LUCENA; et al, 2007; DO
NASCIMENTO:;et al, 2008; FRANCO; et al, 2009, 2010; ABDALLA; et al, 2011;
BARCELOS; et al, 2011; FARINAet al, 2011), uma vez que alteracbes
histol6gicas da retina sdo observadas em condi¢cdes geradoras de estresse
oxidativo, podendo causar morte dessas células, com a camada nuclear interna
mais afetada pela apoptose e mais precocemente que as demais células de
outras camadas da retina (ROH; et al, 2007). Cingolani et al (2006) também
demonstraram essa relacdo, a partir da injecao intravitrea de substancia
conhecida por gerar EROs ocasionando reducao das amplitudes das respostas
das ondas a e b no ERG, reducdo da espessura das camadas nucleares
interna e externa por morte celular por apoptose.

O estresse oxidativo € um dos principais fatores de risco para doengas
no sistema visual, pois a retina € altamente vulneravel devido ao elevado
consumo de oxigénio (ANDERSON, 1968), alto conteudo de &cidos graxos
poliinsaturados que podem sofrer dano oxidativo pela acéo dos radicais livres,
altos niveis da enzima SOD e baixa atividade das enzimas GPx e CAT, em
relacdo a outros tecidos, favorecendo o acumulo de peréxidos (FLIESLER;
ANDERSON, 1983).
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Os mecanismos que levam as alteracdes funcionais e histolégicas da
retina causadas pela intoxicacdo mercurial ainda ndo foram bem elucidados.
No entanto, sabe-se que o MeHg gera desequilibrio do equilibrio redox dentre
outros mecanismos que podem estar relacionados com as alteracdes

encontradas na retina.

1.7 MECANISMOS DE TOXICIDADE DO METILMERCURIO

Os principais mecanismos de citotoxicidade do MeHg sé&o: 1)
desrregulacdo na homeostase do calcio (Ca*); 2) distrbio no equilibrio entre
0S processos celulares oxidativos e redutores, aumentando a geracdo de
espécies reativas de oxigénio e reduzindo a protecdo antioxidante enddgena,
levando a danos celulares; 3) afinidade por grupos sulfidrila (ALl; LEBEL;
BONDY, 1992; ASCHNER; et al, 2000, FARINA; et al, 2003; FARINA;et al,
2005; LUCENA,; et al, 2007; ROONEY, 2007, CARVALHO; et al, 2008, DO
NASCIMENTO; et al, 2008; FRANCO; et al, 2009, 2010; CECCATELLI, DARE;
MOORS, 2010, ABDALLA; et al, 2011; BARCELOS; et al, 2011; FARINA;
ASCHNER; ROCHA, 2011).

O MeHg causa alteracdo na homeostase do Ca?* a partir de dois
processos: 1) liberacdo primaria dos estoques de Ca®* do reticulo
endoplasmatico para o citoplasma (LIMKE; et al, 2003); 2) super ativacdo dos
receptores de glutamato tipo N-metil D-aspartato (NMDA), que gera um
aumento do influxo de Ca®*" e Na' intracelular com aumento da producdo de
oxido nitrico (CHOI, 1992).

Adicionalmente, a citotoxicidade do Ca?* pode induzir disfuncéo
mitocondrial, pois um aumento nos niveis de Ca** na célula leva a mitocondria
a captar o excesso de Ca”", causando despolarizacdo da membrana
mitocondrial com inibicdo de ATPases, inchaco e alteracdo da homeostase
dessa organela e consequente elevacéo da producdo mitocondrial de espécies
reativas de oxigénio atraves da fuga de elétrons da cadeia respiratoria para o
oxigénio, formando anion superéxido (O*) causando apoptose celular
(DREIEM; SEEGAL, 2007; CECCATELLI, DARE E MOORS,2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dar%C3%A9%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20399200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moors%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20399200
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A mitocondria é alvo da toxicidade do MeHg nao apenas devido a
desregulacdo na homeostase do Ca®', mas também: 1) pela afinidade do
MeHg com tiois (grupos sulfidrilicos) presentes em complexos e enzimas
mitocondriais, inibindo-o0s; 2) pelo dano oxidativo causado direto na mitocondria
por acdo de radicais livres em lipidios e proteinas de membrana, o que pode
gerar uma liberacdo descontrolada de Ca**; 3) pela inducéo de superproducéo
mitocondrial de EROs (FRANCO;et al, 2007; FARINA; ASCHNER; ROCHA,
2011).

O MeHg aumenta a producdo de EROs, que sdo moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curta e muito reativas. Entre essas EROs estédo
radicais como OH" (radical hidroxila) e O* (superéxido) e nao-radicais como
H,O, (peroxido de hidrogénio). S&o geradas no nucleo, citoplasma,
mitocondrias ou na membrana celular. A oxidacdo e formacdo de EROs
ocorrem naturalmente no metabolismo dos organismos aerobios e aumenta por
condicdes patoldgicas ou tdxicas como a intoxicacdo mercurial (ALI; LEBEL;
BONDY, 1992; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor,
leva a um desequilibrio que caracteriza o estresse oxidativo que pode causar
efeitos prejudiciais como a peroxidacéo dos lipidios de membrana, agresséo as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, aos carboidratos e DNA.
A membrana € um dos componentes celulares mais atingidos pela acdo de
EROs devido a peroxidacao lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares, com consequente perda da
seletividade na troca ibnica, liberacdo do contetudo de organelas e formacao de
produtos citotoxicos como o malonaldeido (MDA), culminando com a morte
celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Além do aumento de producédo de EROs (ALl; LEBEL; BONDY, 1992),
dados da literatura sugerem que as disfungdes celulares causadas pelo MeHg
estdo associadas a sua afinidade por grupos sulfidrilicos ou selenol (ROONEY,
2007), causando inativacdo de enzimas e de proteinas transportadoras, ja que
varias possuem grupos sulfidrilicos ou selenocisteina no seu sitio ativo, nos
quais o MeHg pode ligar-se inativando ou diminuindo a atividade das mesmas
(CARVALHO; et al, 2008).
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Assim, o0 MeHg leva a deplecéo de glutationa livre (GSH), um tripeptideo
com acdo antioxidante que contém cisteina (que possui grupo sufidrila) e
protege as células contra as EROs, “sequestrando” os radicais livres. Altera a
atividade de enzimas antioxidantes como a SOD, GPx e a CAT. Logo, o MeHg
pode alterar o equilibrio oxidativo do organismo, por aumento de EROs e por
reducdo dos agentes antioxidantes endogenos.(FARINA; et al.,2005; LUCENA;
et al, 2007; DO NASCIMENTO;et al, 2008; FRANCO; et al, 2009, 2010;
ABDALLA; et al, 2011; BARCELOS; et al, 2011; FARINA; et al, 2011).

Essa afinidade com a cisteina leva a inativacdo de transportadores de
glutamato (GLT1 e GLAST) que contém residuos de cisteina em sequéncia.
Juntamente com a inibicdo da captacéo astrocitaria de glutamato e estimulo do
efluxo desse neurotransmissor, causados pelo MeHg, resulta em uma
concentracdo excessiva de glutamato na fenda sinaptica, levando a
citotoxidade neuronal e morte celular (ASCHNER; et al, 2000, FARINA; et al,
2003).

Esses mecanismos podem ocorrer isolada ou simultineamente, no
entanto, o bloqueio ou reducdo do estresse oxidativo gerado pelo MeHg
poderia amenizar uma cascata de outros eventos celulares e suas
consequéncias fisiologicas. Nesse contexto, muitos estudos tém usado
compostos com propriedades antioxidantes como estratégia de reduzir os
danos causados pela intoxicacdo mercurial (FARINA; et al, 2005, LUCENA; et
al, 2007; FRANCO; et al, 2007, FRANCO,; et al, 2010; BARCELOS; et al, 2011,
WAGNER; et al, 2010).

Por a regido amazénica ser rica em plantas e frutos com propriedades
antioxidantes como o acai (CANUTO; et al, 2010), esses poderiam ser usados
nessa estratégia, uma vez que a referida regido € muito exposta ao MeHg (DE
SA, et al, 2006; PASSOS; et al, 2003, 2007; PINHEIRO; et al, 2006, 2007,
2008; 2012; BERZAS NEVADQO,; et al, 2010).
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1.8 Euterpe oleracea (ACAI)

Euterpe oleracea é uma palmeira originaria do rio Amazonas e seus
afluentes e estuarios da América do Sul. O seu fruto, conhecido como acai,
possui grande valor socioecondmico para 0s povos nativos. E produzido e
consumido em larga escala na regiao amazonica, principalmente, no estado do
Pard. A polpa comercial é preparada por maceracdo das frutas em agua
morna, separando-as da semente e preparadas com diferentes diluicbes
(HEINRICH;DHANJI; CASSELMAN, 2011).

A regido Amazonica possui uma flora riquissima com frutos de alto valor
nutricional e com potencial terapéutico que ainda pode ser bastante explorado
em nossa regidao (CANUTO; et al, 2010). O acai reine em sua composi¢ao
uma série de componentes quimicos com propriedades descritas como
antioxidantes, anti-inflamatérios, antiproliferativos, cardioproterores
(MERTENS-TALCOTT,; et al , 2008,SOUZA,; et al., 2010, HOGAN,; et al, 2010,
HEINRICH;DHANJI; CASSELMAN, 2011). Embora o potencial terapéutico do
acai seja promissor, as pesquisas que mostram a atividade protetora deste
fruto utilizando modelos animais como primeiro passo para sua caracterizacao
como biofarmaco ainda séo escassas.

O acai é produzido em larga escala na regido amazonica. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatica (IBGE), a maioria da producéo se
concentra nos estados da Regido Norte, com 94% da produg&o nacional. A
producdo total obtida em 2011 foi de 215.381 toneladas, sendo o Estado do
ParA o maior produtor (109.345 toneladas) seguido pelos Estados do
Amazonas (89.480 toneladas) e Maranh&o (12.119 toneladas) (IBGE, 2011).

O consumo local do acai é alto apesar do crescimento das exportacdes.
No municipio de Belém, capital do Estado do Para (maior produtor), 0 consumo
per capita foi estimado em 43 kg por habitante ao ano, superando 0 consumo
de laticinios, carne bovina, cereais e farinha (EMBRAPA, 2009). Em
comunidades ribeirinhas do municipio de Belém o consumo por familia €, em
meédia, de 7 kg de acai fruto (2,8 a 3,7 litros da polpa) por dia ou a cada dois

dias chegando a 14 kg de acai fruto (5,6 a 7,4 litros da polpa) por dia, fazendo-
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se até trés refeicbes diarias, o que faz do acai o principal alimento consumido
por estes ribeirinhos (Azevedo, 2005).

Segundo Azevedo (2005) o consumo local é na forma de uma bebida
preparada colocando-se os frutos em agua quente para amolecerem, depois
sdo batidos com agua em uma maquina manual, em sua grande maioria, ou
elétrica. E extraida uma polpa grossa que é servida normalmente sem actcar e
com farinha, acompanhada de charque, peixe ou camaréo.

O acai tem um alto valor nutricional principalmente pelo seu conteuddo
de proteinas, fibras alimentares, gorduras, vitamina E, minerais potassio e
calcio (tabela 1). O alto teor lipidico do acai se deve principalmente aos acidos
graxos monoinsaturados e poliinsaturados, especialmente acido oléico e
linoléico que podem contribuir para um efeito cardioprotetor e para melhorar o
perfil lipidico (SCHAUSS; et al, 2006; MENEZES; et al, 2008).



Composicéao Quantidade na matéria seca

Energia 66,3 Kcal/100 g
Proteinas 13 g/100 g
Lipidios 48 g/100 g
Acucares 1,59/100 g
Fibras 34 g/100g
Saodio 56,4 mg/100 g
Potassio 932 mg/100 g
Célcio 286 mg/100 g
Magnésio 174 mg/100 g
Ferro 1,5 mg/100 g
Cobre 1,7 mg/100 g
Zinco 7 mg/100 g
Fosforo 124 mg/100 g
Vitamina B1 0,25 mg/100 g
a-Tocoferol (vitamina E) 45 mg/100 g

Tabela 1. Composicéo quimica do acai (ROGEZ, 2000).
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Os constituintes quimicos bioativos predominantes no acai séo
polifendis, principalmente antocianinas (319 mg/100 g) e outros flavonoides. As
principais antocianinas presentes no acai sdo cianidina-3-glucosideo (C3G) e
cianidina-3-rutinosideo (C3R) totalizando 117 e 193 mg/100 g, respectivamente
(PACHECO-PALENCIA,; et al., 2010; SCHAUSS; et al. 2006). Entre os outros
flavonoides estdo homoorientina, orientina, isovitexina, scoparina, deoxihexose
taxifolina, vitexina, luteolina, quercetina crisoeriol e dihidrokaempferol
(SCHAUSS,; et al, 2006; KANG et al, 2010).

O acai prové uma ampla gama de beneficios a saude, devido aos seus
efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antiproliferativos e cardioprotetores
(MERTENS-TALCOTT,; et al , 2008, SOUZA,; et al., 2010, HOGAN; et al, 2010,
HEINRICH;DHANJI; CASSELMAN, 2011). Inclusive sua atividade antioxidante
€ maior que a de outros frutos tropicais da Amazodnia como buriti (Mauritia
flexuosa), murici (Byrsonimacrassifolia) e noni (Morindacitrifolia) (CANUTO; et
al, 2010).

O efeito antioxidante da suplementacdo de acai em ratos foi observado a
partir da reversdo do aumento da atividade da enzima SOD induzido por dieta
hipercolesterolémica. Além de resultar em um efeito hipocolesterolémico,
reduzindo colesterol total e o indice aterogénico (SOUZA,; et al., 2010). O acai
pode aumentar até mesmo a sobrevivéncia, diminuindo o estresse oxidativo no
processo de envelhecimento e antagonizando os efeitos nocivos de uma dieta
hiperlipidica (SUN; et al, 2010).

Em humanos esses efeitos antioxidantes do acai foram demonstrados
por estudo com voluntarios que realizaram consumo agudo de suco de acai.
Observou-se que a capacidade antioxidante do plasma foi aumentada
significativamente, a partir da analise de concentracdo de antocianinas no
plasma e de ensaio de capacidade de absorcdo de radical oxigénio. Esses
resultados demonstram a absorcéo e os efeitos antioxidantes das antocianinas
do acai no plasma (MERTENS-TALCOTT; et al , 2008).

Os efeitos do acai podem estar relacionados a muitos dos seus
compostos, porém, sua atividade antioxidante tem sido atribuida principalmete
aos flavondides que contém como as antocianinas, e outros compostos

fendlicos como orientina, homoorientina, vitexina, luteolina, quercetina crisoeriol
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e dihidrokaempferol (DEL POZO-INSFRAN; et al, 2004; MERTENS-TALCOTT;
et al , 2008; DOS SANTOS et al, 2008; KANG et al, 2010).

A utlizacdo de diferentes agentes antioxidantes como vitamina E e
analogos (trolox, tocoferois e tocotriendis), GSH, selénio e inibidor de
peroxidagao lipidica (acido a-lipdico) e flavonoides antagonizam alguns dos
efeitos deletérios do MeHg como a formacgédo de EROs e peroxidacéo lipidica
em mitocéndrias de cérebro de roedores, danos no DNA nos hepatdcitos e
leucdcitos, reducdo dos niveis de GSH e da atividade da GPx nos eritrocitos
(FARINA,; et al, 2005, LUCENA, et al, 2007; FRANCO,; et al, 2007, FRANCO,; et
al, 2010; CECCATELLI, DARE;MOORS, 2010; BARCELOS; et al, 2011,
WAGNER;et al, 2010).

A estratégia de protecdo antioxidante contra os prejuizos celulares e
fisiol6égicos causados pelo MeHg tem focado orgdos como rim, figado, cértex
cerebral e cerebelo (FARINA; et al, 2005; LUCENA; et al, 2007; ABDALLA; et
al, 2011). Contudo, faz-se necessario o uso dessa estratégia em outros tecidos
alvos do MeHg como a retina, uma vez que ja foi demonstrada eficacia do uso
de antioxidantes na protecdo da retina em outros modelos de degeneracao
retiniana.

Nesse contexto, o acai poderia ser utilizado no intuito de amenizar os
efeitos prejudiciais causados pelo MeHg na retina devido ao elevado poder
antioxidante que possui e boa acessibilidade da populacdo ribeirinha da

Amazonia que apresenta elevada exposicdo a esse metal .


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dar%C3%A9%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20399200
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar o possivel efeito protetor da Euterpe oleracea (acai) nas

alteracdes eletrofisiolégicas causadas pelo MeHg na retina.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

i) Monitorar a massa corporal dos ratos.

i) Avaliar a atividade locomotora dos animais dos quatro
grupos experimentais no aparato campo aberto.

iii) Caracterizar alteracdes funcionais na retina provocadas
pelo MeHg, a partir de eletrorretinograma de campo total (ERG),
medindo as seguintes respostas: escotopica de bastonetes, escotbpica
mista (bastonetes e cones), fotopica de cones e fotdpica de flicker.

iv)  Avaliar o possivel efeito protetor da Euterpe oleracea (acai)
na funcdo da retina dos ratos expostos ao MeHg, através do
eletrorretinograma nas seguintes respostas: escotopica de bastonetes,
escotopica mista (bastonetes e cones), fotdpica de cones e fotépica de
flicker.

V) Caracterizar o padrdo de estresse oxidativo a partir da
avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica, no tecido retiniano dos
grupos controle, expostos ao MeHg, pré-tratados com Euterpe oleracea
e pré-tratados com Euterpe oleracea seguido pelo tratamento com
MeHg.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1ANIMAIS E GRUPOS

Os animais utilizados para realizagdo dos experimentos foram ratos
Wistar adultos machos (150 a 200g com aproximadamente 2 meses de idade),
obtidos do biotério central do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade federal do Para (UFPA). Mantidos em gaiolas de polipropileno,
com no maximo quatro animais e alojados no Laboratério de Psicobiologia do
ICB/UFPA, com ciclo 12h claro-escuro a 25+1°C com agua e racdo ad labitum.
Sendo respeitadas todas as normas estabelecidas pelos guias de cuidados e
uso de animais laboratoriais.

Durante os 28 dias que antecedem a gavagem, 0S animais
permaneceram divididos em dois grupos: um recebeu racdo padrdo e outro
racao enriquecida com polpa de acai como descrito no tépico subsequente. A
partir do primeiro dia de gavagem foram divididos em 4 grupos experimentais:

* Grupo Veiculo: recebeu racdo padrdo e gavagem com solucéo
salina 0,9% durante 7 dias consecutivos (8 animais).

« Grupo MeHg: recebeu racdo padrdao e gavagem com cloreto de
MeHg — MeHgCI - (5mg/kg) por 7 dias consecutivos (8 animais) de acordo com
o descrito por Liu et al, 2009.

* Grupo MeHg+Acai: recebeu racdo enriguecida com acai por 28 dias
e gavagem com MeHgCIl (5mg/kg) por 7 dias consecutivos (8 animais).

* Grupo Acai: recebeu racao enriquecida com acai por 28 dias e
gavagem com solucao salina 0,9% por durante 7 dias consecutivos (6 animais).

3.2RACAO ENRIQUECIDA COM POLPA DE ACAI

A polpa de acai comercial fresca (obtida em um ponto de venda do
municipio de Belém) com cerca de 90% de umidade (SOUZA; et al, 2010) foi
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homogeneizada a racdo comercial padrdo na propor¢cao de 10% de peso seco
do fruto, ou seja, para cada litro da polpa de acai, com cerca de 100g peso
seco foi adicionado 900g de farelo de racao padrdo. Apos homogeneizacao, foi
aguecida a 150°C na forma de pellets por cerca de 40 minutos, para reducéo
da umidade. Esses pelletes foram, entdo, pesados e armazenados em
refrigeracdo dentro de sacos plasticos hermeticamente fechados durante o
periodo de 3 a 5 dias. A figura 12 mostra a ragdo enriquecida pronta (SOUZA;
et al, 2010).

Figura 12. Foto da racdo enriquecida com agai.
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A racédo enriquecida foi ofertada como pré-tratamento por 28 dias, antes
da gavagem com MeHgCI ou solugao salina (NaCl 0,9%), e foi pesada sobra e
oferta diariamente, assim como a racdo padrao, para controle do consumo
alimentar. Também foi monitorada a massa corporal dos animais, por pesagem
semanal. A ordem cronolégica dos procedimentos experimentais € apresentada

no esquema da figura abaixo (Figura 13).

Inicio da dieta

Fim da dieta
Gavagem
Pesa?em ERG Campo aberto
[ |
l l l I
| | | | | | |
Dias: 0 7 14 28 29 35 36 37

Figura 13. Ordem cronol6gica dos procedimentos experimentais.
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3.3EXPOSICAO AO METILMERCURIO

O cloreto de MeHg foi diluido em solucéo salina 0,9% em concentracéo
de 1 mg/ml. Essa solugéo foi administrada na dose de 5 mg/Kg (LIU; et al,
2009) por gavagem durante 7 dias consecutivos nos grupos MeHg e
MeHg+Acai. Os animais foram pesados durante o periodo de gavagem para
calculo do volume da solucdo de MeHgCI a ser utilizada. Os grupos Veiculo e
Acai receberam gavagem com solucdo salina a 0,9% com mesma relacéo

volume/massa corporal (5 ml/kg).

3.4ANALISE DA VARIACAO DE MASSA CORPORAL

A massa corporal dos animais foi monitorada semanalmente durante
todo o experimento (6 semanas) nos dias 0; 7; 14; 21; 28 e 35. Para analise da
variagdo de massa corporal no decorrer do periodo de administracdo da dieta
(Dia 0 ao Dia 28) foram considerados 2 grupos: um que recebeu ragao padrao
(posteriormente subdividido em grupo Veiculo e grupo MeHg) e um que
recebeu racdo enriquecida com acai (posteriormente subdividido em grupo
Acai e grupo MeHg+Acai). Enquanto para o periodo de gavagem (Dia 28 ao
Dia 35) fordo avaliados os 4 grupos experimentais (Veiculo, Acai, MeHg e
MeHg+Acai).

Em ambos os periodos foram feitas analises dentro do mesmo grupo
nos diferentes dias e entre os grupos em cada dia da pesagem. O consumo
alimentar dos animais também foi monitorado, a partir da pesagem da racéao,
obtendo como consumo a diferenga entre ragao ofertada e a sobra no dia

seguinte a oferta, média de consumo dos 4 animais por gaiola.
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2.1 CAMPO ABERTO

Foi realizada avaliacdo comportamental no teste campo aberto 48 horas
apos a Ultima gavagem para avaliacdo da atividade locomotora dos animais
através da avaliacdo de cruzamento de quadrantes no aparato. O campo
aberto utilizado tem formato circular com diametro de 83 cm e 52 cm de altura ,
no qual os animais sdo colocados no centro e filmados por 3 minutos. Os
videos foram, entdo, analisados com auxilio do programa X-Plo-Rat 2005 para
quantificacdo do numero de quadrantes cruzados dentro do aparato campo

aberto.

2.2ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL (ERG)

2.2.1 Equipamentos

Os pulsos de luz foram gerados por um fotoestimulador com tubo de
xenodnio, modelo PS33-PLUS, marca Grass Technolgies. Foram utilizados
filtros de densidade neutra, sendo que um reduz a intensidade luminosa em 1,5
e outro em 2,0 unidades log. Os eletrodos utilizados foram (figura 14): eletrodo
de aco tipo agulha, modelo F-E3-48; eletrodo de prata tipo disco de 6 mm,
modelo F-E6SHC-12, ambos da marca Grass Technolgies; eletrodo de
filamento de prata (dobrado em forma circular em tamanho proporcional ao
olho do animal) gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Manoel da Silva Filho. Os
registros eletrofisiologicos obtidos enviados a um amplificador diferencial AC
com alta impedéancia de entrada (Grass Technolgies, modelo P511), com
filtragem passa-alta de 0,3 Hz e passa-baixa de 300 Hz. As respostas elétricas
da retina foram amplificadas em 50.000 vezes, monitoradas com um
osciloscopio (Protek, modelo 6510) com uma frequéncia de amostragem de 1

KHz por uma placa de aquisicdao de dados A/D (National Instruments, Austin,
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TX). O programa de aquisicdo de dados utilizado foi o Labview 3.0 (National

Instruments, Austin, TX).

Figura 14. Eletrodos utilizados no eletrorretinograma. Da esquerda para direita:
eletrodo terra, eletrodo ativo e eletrodo de referéncia.
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2.2.2 Procedimentos

Os registros foram realizados no dia seguinte a ultima gavagem. Os
animais foram adaptados ao escuro por, no minimo 14 horas (“overnigh”) na
sala de experimentacéo, com 0 objetivo de manter os bastonetes em seu limiar
de ativacao, para a realizacdo dos testes de resposta escotdpica (bastonetes) e
mista (bastonetes e cones). Os registros eletrofisiologicos da retina foram
realizados ap0s anestesiar 0s animais com injecao intraperitoneal de solucao
de hidrocloreto de cetamina e hidrocloreto de xilazina (100 e 6 mg/kg,
respectivamente) (JACOBS; FENWICK; WILLIAMS, 2001). Os mesmos
também tiveram a pupila previamente dilatada com uma gota de colirio
tropicamida a 1% (Mydriacyl Alcon®) para que o estimulo luminoso alcancasse
maior area possivel do tecido retiniano.

Ap0s a dilatagdo da pupila, os eletrodos foram colocados com auxilio de
uma lupa (3,5x) da seguinte forma: eletrodo ativo bipolar de filamento de prata
posicionado sobre a cérnea com colirio de metilcelulose a 2% para protecédo da
superficie da cérnea; o eletrodo referéncia (tipo agulha) posicionado na
palpebra inferior (atravessando-a) e o eletrodo terra (tipo disco) na orelha
ipsilateral ao olho testado (figura 13), utilizando uma pasta eletrolitica (Ten20,
D.O. WEAVER) aplicada no eletrodo, para facilitar a conducédo elétrica. Logo
em seguida os animais foram posicionados na gaiola de Faraday
(46,5x40,3x30cm), a 30cm do fotoestimulador.

Todos esses procedimentos foram realizados no escuro com auxilio de
uma luz vermelha de baixa intensidade. Apds 0s registros das respostas
escotdpicas, os ratos foram adaptados ao claro por 10 minutos, para anular a
participacdo de bastonetes, obtendo respostas isoladas de cones. Os estimulos
luminosos foram apresentados por fotoestimulador modelo PS33-PLUS
posicionado a 30 cm do olho do animal.

Foram apresentados estimulos de Iluz branca com diferentes
intensidades, duracdo e intervalo interestimulos de acordo com o tipo de
resposta que se pretendeu obter, baseado nos padrbes estabelecidos por
HARAZNY; et al (2009). Para cada tipo de resposta foram emitidos 6 a 12

pulsos, exceto na resposta de flicker, na qual foram emitidos pulsos
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intermitentes durante 6 segundos. A resposta final foi a média das respostas a
cada pulso. O protocolo, a partir do inicio dos registros, teve duracao de 20 a
30 minutos.

Foram obtidos, na ordem da esquerda para direita, 0S seguintes tipos de

resposta:

Tipo de Escotopica | Escotopica | Escotopica | Fotopica Fotopica
Resposta de Mista 1 Mista 2 de Cone _
Bastonete de Flicker

(12, 18, 24,
30Hz)

Adaptacéao Escotopica  Escotopica  Escotopica Fotodpica Fotodpica

(=14h) (=14h) (=14h) (10 min) (20 min)

Intensidade <0,09 0,378 10,215 10,215 10,215 cd.s/m?

do cd.s/m? cd.s/m? cd.s/m? cd.s/m?

estimulo

Duracéao do 10 ms 10 ms 10 ms 10 ms 10 ms

estimulo

Intervalo 15s 15s 15s 4s 12,18, 24 ou

entre 30/s

estimulos

Resposta Bastonete Bastonete Bastonete Cone Cone

+ Cone + Cone

Tabela 2. Tipos de respostas obtidas com o ffERG.
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2.2.3 Mensuracao dos componentes do ffERG

As respostas obtidas a partir de cada pulso de luz foram promediadas e

medidas com auxilio do programa Signal 3.0 como descrito a seguir:
A amplitude da onda-a € a medida entre a linha de base e 0 pico maximo

da onda-a e a amplitude da onda-b € a medida entre o0 pico maximo da onda-a
e 0 pico maximo da onda-b. O tempo implicito de cada onda € medido entre o

inicio do estimulo (flash) e o pico maximo da onda (Figura 15).

Tempo implicito b

>

] |
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Flash
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|
I %
|
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Amplitude b

Amplitude
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- <>
Tempo implicito a
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Figura 15. Parametros do ffERG analisados. A amlitude da onda-a medida a partir da
linha de base até o pico maximo da onda-a. A amlitude da onda-b medida a partir do
pico maximo da onda-a ao pico maximo da onda-b. O tempo implicito de ambas as
ondas determinado do inicio do estimulo ao pico maximo de cada onda.
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2.3PEROXIDACAO LIPIDICA NO TECIDO RETINIANO

A analise bioquimica de peroxidacao lipidica foi realizada pelo método
TBARS (UCHIYAMA; MIHARA, 1978). A retina foi dissecada e colocada em
eppendorf com 700 pl de PBS (salina tamponada com fosfato, pH 7.4),em
seguida, acondicionada em -20°C até a analise bioguimica, até uma semana
apos a dissecacédo do tecido. No momento da analise bioquimica, o tecido foi
previamente homogeneizado na solucdo em que foi armazenado (700 ul de
PBS) por sonicador magnético por 5 segundos. Desse homogeneizado foi
retirado 200ul para dosagem de proteina. O homogeneizado foi centrifugado a
3.000 g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado para avaliacdo da
peroxidacdo lipidica a partir da dosagem de malonaldeido (MDA), um
biomarcador de estresse oxidativo.

Para isso, foi adicionado 1,9ml do reativo TBAR, composto por acido
tiobarbittrico (TBA), acido tricloroacético (TCA), acido cloridrico (HCI) e agua
destilada (H,O) a 100 pl do sobrenadante da amostra. Os tubos contendo as
amostras e o reativo TBAR foram aquecidos em banho-maria por 15 minutos a
80°C. O TBA reage com MDA (produto téxico produzido no processo de
peroxidacao lipidica, liberado quando ocorre injuria de ligacfes insaturadas de
acidos graxos presentes na membrana plasmatica da célula a partir da atuacao
de EROs) gerando espécies reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS),
formando um cromégeno de coloracdo rosada que foi lido em
espectrofotometro Uv-Vis (SP-2100UV/2100UVPC/SPECTRUM-METER) a
535nm. A quantificacdo de MDA foi feita a partir de curvas de calibracéo
construidas com concentracdes conhecidas de MDA e normatizada pelo teor
de proteinacontido na amostra, medido pelo método de Bradford (1976) e os
resultados foram obtidos em pmol de MDA/mg de proteina e expressos em

porcentagem do controle.
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2.3.1 Dosagem de proteina pelo método de Bradford (1976)

Apés a homogenizacdo do tecido em PBS foi retirado 200 pl e
adicionado a 200 pul de hidroxido de sodio (NaOH) e 600 pl de agua destilada.
Dessa diluicéo foi retirado 25 pl adicionado a 175 pl de agua destilada e 2ml do
reativo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol 95%, &cido
fosforico 85%) e apds 2 minutos a reacdo origina um composto de coloracéo
azul medida em espectrofotbmetro Uv-Vis (SP-2100UV/2100UVPC/
SPECTRUM-METER) a 595 nm.

A dosagem de proteina foi feita a partir de curva de calibragédo
construida com concentracées conhecidas de albumina de soro bovino (BSA)
como padrao (BRADFORD, 1976).

2.4ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi feita pelo teste ANOVA de uma
via com pos teste Tukey para comparacao entre 0s 4 grupos experimentais ou
ANOVA de duas vias para comparacdo da massa corporal dos grupos
experimentais nos diferentes dias de pesagem. Foi utilizado o programa
graphpad prism 5.0 e considerado significativo valores de p<0,05.

Os resultados de massa corporal e peroxidacao lipidica sdo expressos
em média e desvio padrdo e os resultados do eletrorretinograma de campo

total (fERG) e campo aberto em média e erro padrao.
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3 RESULTADOS

3.1ANALISE DA VARIACAO DE MASSA CORPORAL

A avaliacado da massa corporal dos animais no periodo de administracao
da dieta (28 dias) mostrou ndo haver diferenca estatistica entre o grupo que
recebeu racdo padrdo e o grupo que recebeu racao enriquecida com acai em
nem um dos dias de pesagem (figura 16A).

Na avaliacdo da massa corporal dos animais no periodo de gavagem
(um dia antes e ultimo dia desse procedimento, Dias 28 e 35, respectivamente)
foi observado que n&do houve diferenga entre os quatro grupos experimentais. A
avaliacdo intragrupo nesse periodo mostrou que 0s grupos ndo apresentaram
variacao significativa de massa corporal (Figura 16 B).

O consumo alimentar dos animais também foi monitorado durante todo o
experimento. Observou-se que nao houve diferengca no consumo alimentar
entre 0s grupos, tanto antes (Grupo ragao padrao= 26,6+7,7 g/dia; Grupo ragéo
acai= 29,6%5,4 g/dia) quanto durante o periodo da gavagem (Veiculo= 17,7+1,5
g/dia; Acai=15,2+3,4 g/dia; MeHg= 16,2+3,6 g/dia; MeHg+Acai= 15,9+1,7
g/dia).
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Figura 16. Evolucdo da massa corporal dos animais. Em A os grupos que receberam
racdo padrdo (n=14) e ragdo enriquecida com acai (n=11) durante os 28 dias de pré-
tratamento com dieta. Em B os 4 grupos experimentais (Veiculo n=7; Acai n=5; MeHg
n=7; MeHg+Acai n=6) durante o periodo de gavagem. Valores expressos em média e
DP. Teste t de Student para comparacao entre grupo racdo padrdo e racdo acai em
cada dia de pesagem (A) e entre cada grupo experimental no dia 28 e 35 (B). ANOVA
de uma via com pos teste de Tukey para comparacdo do mesmo grupo nos 5 dias de
pesagem (A) e dos 4 grupos experimentais no dia 28 e no dia 35 (B).
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3.2 CAMPO ABERTO

Foi utilizado o teste comportamental campo aberto para avaliar possivel
reducdo da atividade locomotora causada pelo MeHg. No entanto, a partir da
avaliacdo de numero de quadrantes cruzados no aparato, observou-se que néao
houve diferenca estatistica de locomocg&do entre 0sS grupos, apenas uma

tendéncia de maior locomocédo no grupo Acai (Figura 17).

Cruzamento de quadrantes
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Veiculo Aéal’ Me'Hg MeHg+Acai

Figura 17. Cruzamento de quadrantes no campo aberto. Resultados expressos em
média e EP (n=4). Teste ANOVA de uma via com poés teste de Tukey.
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3.3ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL (ffERG)

Foi realizada avaliagdo funcional da retina através da técnica de
eletrorretinograma de campo total, como descrito nos métodos. Os parametros
analisados foram amplitude e tempo implicito para dois componentes da
resposta eletrofisioloégica: onda-a e onda-b.

Quanto ao tempo implicito, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos em nem um dos tipos de respostas. Na resposta escotopica de
bastonetes os grupos apresentaram média de tempo implicito entre 95,7 e
104.0 ms (n=5 a 7). Na resposta escotopica mista 1 apresentaram meédia de
tempo implicito entre 29,5 e 33,5 ms (n=5) para onda-a e entre 75,1 e 79,8 ms
(n=5 a 7) para onda-b. Em resposta escotOpica mista 2 apresentaram média de
tempo implicito entre 26,4 a 27,7 ms (n=5 a 7) para onda-a e entre 59,4 e 63,7
ms (n=5 a 7) para onda-b. Quanto a resposta fotépica de cones 0s grupos
apresentaram média de tempo implicito entre 26,8 e 27,9 ms (n=6 a 7) para
onda-a e entre 55,8 e 59,2 ms (n=6 a 8) para onda-b. Para respostas fotOpicas
de flicker as médias de tempo implicito entre os grupos foram: 58,3 a 62,5 ms
para 12 Hz (n=5 a 7); 56,7 a 62,8 ms para 18 Hz (n=5 a 7); 54,4 a 58,3 ms para
24 Hz (n=4a7)e3l,1a43,3mspara30Hz (n=4a7).

Na resposta fotdpica de flicker as respostas em 30 Hz apresentaram
tempo implicito inferior ao das demais frequéncias em todos os grupos (média
de 54,4 a 62,6 ms nos 4 grupos nas frequéncias de 12, 18 e 24 Hz e de 31,1 a
43,3 ms nos 4 grupos em 30 Hz).

A reducdo de amplitude da resposta eletrofisiolégica da retina causada
pelo MeHg assim como a protecdo exercida pelo acai sdo evidenciadas nas
figuras de 18 a 25, que apresentam exemplos de registros de um animal de
cada grupo (nos 6 tipos de respostas avaliadas (escotopica de bastonetes,

escotopica mista 1, escotopica mista 2, fotopica de cone e fotopica de flicker).
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RESPOSTA ESCOTOPICA DE BASTONETE
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Figura 18. Registro das respostas escotépicas de bastonete. As setas representam o
inicio do estimulo.
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RESPOSTAESCOTOPICA MISTA 1
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Figura 19. Registro das respostas escotopicas mista 1. As setas representam o inicio
do estimulo.
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ESPOSTA ESCOTOPICA MISTA 2
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Figura 20. Registro das respostas escotopicas mista 2. As setas representam o inicio

do estimulo.
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RESPOSTA FOTOPICA DE CONE
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Figura 21. Registro das respostas fotGpicas de cone. As setas representam o inicio do
estimulo.
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RESPOSTA FOTOPICA DE FLICKER 12 Hz
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Figura 22. Registro das respostas fotépicas de flicker em 12 Hz. As setas representam
0 inicio do estimulo.
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RESPOSTA FOTOPICA DE FLICKER 18 Hz
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Figura 23. Registro das respostas fotopicas de flicker em 18 Hz. As setas representam

o inicio

do estimulo.
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RESPOSTA FOTOPICA DE FLICKER 24 Hz

Veiculo Acai
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Figura 24. Registro das respostas fotopicas de flicker em 24 Hz. As setas representam
0 inicio do estimulo.
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RESPOSTA FOTOPICA DE FLICKER 30 Hz
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Figura 25. Registro das respostas fotépicas de flicker em 30 Hz. As setas representam
0 inicio do estimulo.
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Na resposta escotopica de bastonetes houve diferenca na amplitude da
resposta entre os grupos Veiculo (114,6+23,6 uV) e MeHg (41,2+9,6 uV), o que
representou uma reducdo de aproximadamente 64%. A amplitude média do
grupo MeHg+Acai (68,945,3 uV) ndo apresentou diferenca estatistica em

relacdo aos demais grupos (Figura 26).
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Figura 26. Amplitude da onda-b na resposta escotépica de bastonete. Resultados
expressos em média e EP (n=5). Teste ANOVA de uma via com pés teste de Tukey.

*p<0,05 em relag&o ao grupo Veiculo.



61

O MeHg causou reducéo de aproximadamente 59,7% nas amplitudes da
onda-a (Veiculo: 8,4+1,4 yuV e MeHg: 3,4+0,3 uV) e de 60,6% da onda-b
(Veiculo: 176,7+17,8 uV e MeHg: 69,5+12,0 uV) da resposta escotopica mista
1. O grupo MeHg+Acai apresentou amplitude da onda-a (8,3+0,6 uV) e da
onda-b (144,1+7,1 uV) maior que o grupo MeHg (Figura 27).
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Figura 27. Amplitude da onda-a e da onda-b na resposta escotOpica mista 1.
Amplitude da onda-a em A e amplitude da onda-b em B. Resultados expressos em
média e EP (n=4 a 5 para onda-a e n=4 a 7 para onda-b). Teste ANOVA de uma via
com pos teste de Tukey. *p<0,05 em relagdo ao grupo Veiculo e #p<0,05 em relacao
ao grupo MeHg.
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Com relacdo a resposta escotopica mista com maior intensidade
luminosa (mista 2), o MeHg reduziu as amplitudes da onda-a em cerca de
77,5% (Veiculo: 103,1+23,3 uV e MeHg: 40,2+9,6 pV) e da onda-b em
aproximadamente 50,7% (Veiculo: 281+,38,3 uV e MeHg: 138,614 uV). O
grupo MeHg+Acai apresentou amplitude da onda-a (106,4+13,6uV) e onda-b
(275,2+27,6 nV) maior que a do grupo MeHg (Figura 28).
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Figura 28. Amplitude da onda-a e da onda-b na resposta escotdpica mista 2.
Amplitude da onda-a em A e amplitude da onda-b em B. Resultados expressos em
média e EP (n=4 a 6 para onda-a e n= 4 a 6 para onda-b). Teste ANOVA de uma via
com pos teste de Tukey. *p<0,05 em relagédo ao grupo Veiculo e #p<0,05 em relacao

ao grupo MeHg.
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A amplitude da onda-a (Veiculo: 27,2 £3,6 uV e MeHg: 7,5£1,8 pV) e da
onda-b (Veiculo: 139,3+16,1 pV e MeHg: 54,4+10 puV) em resposta fotdpica de
cone foi menor no grupo exposto ao MeHg que no grupo Veiculo, sendo a
reducdo da onda-a de aproximadamente 72,4% e da onda-b de cerca de
60,9%. O grupo MeHg+Acai apresentou amplitude da onda-a (6,9+2,3 V)
menor que do grupo Veiculo e amplitude da onda-b (104,5+5,9 pV) maior que a

do grupo MeHg (Figura 29).
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Figura 29. Amplitude da onda-a e da onda-b na resposta fotépica de cone. Amplitude
da onda-a em A e amplitude da onda-b em B. Resultados expressos em média e EP
(n=4 a 5 para onda-a e 5 a 6 para onda-b). Teste ANOVA de uma via com pos teste
de Tukey. *p<0,05 em relag&o ao grupo Veiculo e #p<0,05 em relacdo ao grupo MeHg
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Em resposta fotdpica de flicker as amplitudes de onda-b nas frequéncias
de estimulagdo de 12 Hz (Veiculo: 67,710 puV e MeHg: 28,6£6,9 pV), 18 Hz
(Veiculo: 31,3+3,4 uV e MeHg: 14,2+ 2,3 uV) e 24 Hz (Veiculo: 21,0+1,8 uV e
MeHg: 11,0+ 1,1 pV) e 30 Hz (Veiculo: 10,9+0,6 uV e MeHg: 6,0+ 1,1 puVv)
foram reduzidas pelo MeHg. Reducédo de aproximadamente 57,8%, 54,6%,
47,6% e 44,4% nas frequéncias 12, 18, 24 e 30 Hz respectivamente, em
relacdo a média do grupo Veiculo. O grupo MeHg+Acai apresentou amplitudes
superiores ao grupo MeHg nas frequéncias 12 Hz (67,2+9,1 uV), 18 Hz
(29,5+4,8 pV) e 24 Hz (21,9+2,4 V) (Figura 30).
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Figura 30. Amplitude da onda-b na resposta fotopica de flicker em diferentes
frequéncias de estimulo. Amplitude da onda-b em 12 Hz (A),18 Hz (B), 24 Hz (C) e 30
Hz (D). Resultados expressos em média e EP (n=5 a 7 para 12 Hz, n=6 a 8 para 18
Hz, n=6 a 8 para 24 Hz e n=5 a 6 para 30 Hz). Teste ANOVA de uma via com p0s
teste de Tukey. *p<0,05 em relacdo ao grupo Veiculo e #p<0,05 em relagcéo ao grupo
MeHg.
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Em avaliacdo da amplitude de resposta do mesmo grupo em diferentes
frequéncias de estimulo observamos que houve diferenca apenas na amplitude
da onda-b na frequéncia de 12 Hz em relagédo as demais frequéncias em todos

0S grupos experimentais (figura 31).
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Figura 31. Diferenca de amplitude nas frequéncias 12 Hz, 18 Hz, 24 Hz e 30 Hz. Em A
0 grupo Veiculo (n=6 a 8), em B o grupo Agai (n=5 a 6), em C o grupo MeHg (n=5 a
8) e em D o grupo MeHg+Acai (n=5 a 7). Resultados expressos em média EP. Teste
ANOVA de uma via com pOs teste de Tukey. *p<0,05 em relacdo as demais
frequéncias.
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A razdo entre amplitude da onda-b e a amplitude da onda-a € um
parametro utilizado para caracterizar alteracdes seletivas para apenas uma das
ondas. Ou seja, patotogias que reduzem a amplitude somente da onda-a
resulta em uma relacéo b/a maior que o controle e em patologias que reduzem
seletivamente a onda-b resulta em uma razdo b/a menor que o controle
(JACOB; et al, 2011). Quando a comparacdo da razdo b/a ndo €
estatisticamente diferente do controle, apesar de haver diferenga nos
componentes de onda, subentende-se que as alteracbes observadas né&o

foram seletivas a um dos componentes de onda (a ou b).

Assim, a avaliacdo da raz&o b/a mostra que o dano causado pelo MeHg
foi relativamente homogéneo para ambos os componentes do ffERG (onda-a e
onda-b), uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos na razao
onda b/a em nem uma das respostas (figura 32). A protecdo exercida pelo acai
foi relativamente homogénea nas respostas escotépicas mistas 1 e 2, porém,
na resposta fotopica de cone foi mais eficaz na onda-b do que na onda-a,
evidenciado por a razéo b/a ter sido maior no grupo MeHg+Acai que nos outros

grupos (figura 32 C).
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Figura 32. Razdo entre a amplitude da onda-b e amplitude da onda-a. Respostas:
escotdpica mista 1 em A; escotépica mista 2 em B; fotdpica de cone em C. n=3 a 4.
Valores expressos em média e EP. Teste ANOVA de uma via com pés teste de Tukey.
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3.4 PEROXIDACAO LIPIDICA NO TECIDO RETINIANO

A peroxidacdo lipidica no tecido retiniano foi maior no grupo MeHg
(294,9+205,8%) enquanto o grupo MeHg+Acai (111,2+26,1%) permaneceu
com valor de MDA no nivel do grupo Veiculo (100£25,1%) (figura 33).
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Figura 33. Peroxidagéo lipidica no tecido retiniano. Valores expressos em média e DP
do nivel de MDA em porcentagem do controle. N= 4 a 8. Teste ANOVA de uma via
com pos teste de Tukey . *p<0,05 em relacdo ao grupo Veiculo e #p<0,05 em relacao
ao grupo MeHg.
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4 DISCUSSAO

Como ja foi mencionado, ainda sédo escassas pesquisas que mostram a
atividade protetora o acai (Euterpe oleracea) em modelos animais. Neste
contexto, nosso trabalho é pioneiro na caracterizacdo de um efeito protetor
deste fruto em eventos de intoxicagdo mercurial.

Nossa curiosidade para buscar uma possivel atividade do acai em
relacdo a exposicdo ao MeHg é motivada por dois aspectos, o primeiro
relacionado ao descrito mecanismo oxidante associado a intoxicagédo mercurial
no sistema nervoso central, incluindo a retina. O segundo baseia-se ao fato de
gue o acai é facilmente acessivel a populacao dessa regido o que favoreceria a
co-terapia (AZEVEDO, 2005; EMBRAPA, 2009). Além desta descrita
acessibilidade, estudos revelam que quando comparado com 0s constituintes
de outros frutos procedentes da regido Amazodnica, como abiu (Pouteria
caimito), araca-boi (Eugenia stipitata), bacaba (Oenocarpus bacaba), bacuri
(Platonia insignis), buriti (Mauritia flexuosa), caja (Spondias lutea), cajarana
(Spondias lutea Linn), caju (Anacardium occidentale), cupuacu (Theobroma
grandiflorum), graviola (Anona muricata), murici (Byrsonima crassifolia), noni
(Morinda citrifolia) e tamarindo (Tamarindus indica) a polpa de acai apresenta
maior conteudo total de compostos fendlicos e maior atividade anti-radicais
livres, sendo correlacionado o conteldo total de compostos fendlicos a
capacidade antioxidante da polpa (CANUTO,; et al, 2010).

As antocianinas, principais compostos fenodlicos contidos no acai, sédo
sollveis em agua e termosensiveis, no entanto Tonon, Brabet, Hubinger (2009)
mostraram que, a partir da secagem da polpa de acai pelo método spray drying
a temperatura de 138°C e 170°C, esse apresentou percentual de retencédo de
antocianina de 84,2+ 1,4% e 81,1 + 1,4%, respectivamente. Logo, o tratamento
térmico utilizado em nosso trabalho ndo foi demasiadamente deletério quanto
aos niveis de antocianina. A temperatura de secagem da racdo enrriquecida
com polpa de agai utilizada no presente trabalho foi de 150°C e o efeito
protetor do pré-tratamento com acai na retina dos ratos expostos ao MeHg foi
expressivo tanto na fisiologia da retina, observada através do ffERG, quanto na

peroxidacao lipidica nesse tecido mesmo que a racdo tenha sido submetida a
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temperaturas elevadas, ou seja, seu efeito ainda poderia ser associado a esse
componente, contudo, futuros estudos com a utilizagdo de antocianinas
purificadas sdo necessarios para caracterizar de fato que esta substancia
representa o componente bioativo de nosso estudo.

No que tange aos efeitos bioldégicos do MeHg o presente estudo mostrou
que o MeHg nao reduziu a massa corporal dos ratos. A associagdo entre
exposicdo mercurial e perda excessiva de massa corporea tem sido observada
em varias pesquisas e diferentes tratamentos (CHAPMAN; CHAN, 2000). No
entanto, o resultado encontrado no presente estudo corrobora com Liu et al
(2009) que tratou ratos de diferentes idades com mesma dose (5 mg/kg) e
periodo de exposicao oral (7 dias) e ndo observou diferenca no crescimento e
ganho de massa corporal dos animais.

O procedimento da gavagem também néo reduziru a massa corporal dos
animais, apesar de ser uma técnica altamente invasiva.

Apesar de o acai conter alto teor lipidico, composto principalmente por
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, ndo houve diferenca na
massa corporal entre o grupo que recebeu racao padréo e o0 grupo que recebeu
racdo enriquecida com acai nos diferentes dias de pesagem. O consumo
alimentar também nao foi diferente nos dois grupos alimentados com os
diferentes tipos de dieta, apesar de a alteracdo no padréo de dieta poder alterar
o comportamento alimentar pelo fator novidade ou pela composicédo da racéo
(DUARTE; et al, 2006).

Embora seja bem caracterizado que a exposicdo ao MeHg promove
danos cerebelares acarretando déficits motores associados ao efeito proé-
oxidativo do MeHg nesse 06rgao, a avaliacdo da locomocao dos animais em
Nosso experimento, a partir da analise de nimero de quadrantes cruzados no
aparato campo aberto, demonstrou que a dose utilizada em nosso experimento
ndo promoveu aparente prejuizo motor. E importante caracterizar que no
estudo supracitado o efeito pro-oxidativo do mercurio no cerebelo foi observado
apenas em concentracdes maiores que a utilizada em nosso estudo (LUCENA,
et al, 2007).

No que concerne a nossa avaliacdo eletrofisiologica da resposta
retiniana, demonstramos que o MeHg reduziu a amplitude dos dois

componentes (onda-a e onda-b) de todas as respostas avaliadas (escotdpica
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de bastonetes, escotOpica mista 1, escotOpica mista 2, fotOpica de cones e
fotépica de flicker), alteracdo difusa evidenciada também pela avaliacdo da
razdo b/a, sem alteracdo no tempo implicito. As amplitudes mais afetadas pelo
MeHg foram da onda-a (que reflete a hiperpolarizacdo dos fotorreceptores e
das células bipolares tipo OFF) da resposta de fotopica de cones e escotopica
mista 2 (que por ser obtida com alta intensidade luminosa possui grande
participacdo de fotorreceptores cones), com média de cerca de 72,4% e 77,5%
respectivamente, de reducédo de amplitude em relacdo ao grupo Veiculo. Esse
dado corrobora com o achado de Goto; Shigematsu; Tobimatsu (2001), que
mostrou que fotorreceptores cones sdo mais sensiveis a exposicdo ao MeHg
devido a menor dose utilizada (0,25 mg/kg) durante 30 dias de injecao
subcutédnea apresentar apenas alteracdo fotopica em 20 Hz sem alteracéo
escotopica. Esses autores também ndo encontraram alteracdo no tempo
implicito das respostas fotOpicas e escotépicas em nem uma das doses
utilizadas (0,25; 0,70 e 1,5 mg/kg) e tempos testados (10, 20 e 30 dias de
exposicao) no ffERG.

Ventura; et al (2004) e Barboni (2007) mostraram que o mercurio causa
maior prejuizo nas respostas mediadas pelas via dos cones a partir da reducéo
de amplitude nas regides centrais da retina observada com o etrorretinograma
multifocal (MfERG), técnica que permite obtencdo de um mapa topografico da
atividade elétrica da retina, em humanos expostos ocupacionalmente a vapor
de mercurio (durante 10 anos em média) ap6s o afastamento da fonte de
exposicdo (7 anos em média).

O sistema de cones, como importante alvo do MeHg,também foi
sugerido por Tanan et al (2006), a partir de registro eletrofisioldgico intracelular
da resposta de células horizontais monofasicas a luz(que refletem a atividade
dos cones) na retina de peixes (Hoplias malabaricus) intoxicados por injecéo
intraperitoneal de MeHgCI. Observou-se redu¢éo da amplitude de resposta nas
doses de 0,01; 0,05 e 0,1 mg/kg e completa eliminagéo da resposta nas doses
de 1.0; 2,0 e 6 mg/kg mostrando que essas células horizontais sédo afetadas de
forma dose-dependente pelo MeHg e que o sistema de cones € prejudicado
nessa intoxicagédo (TANAN; et al, 2006).

O presente trabalho mostra alteracdo difusa na retina induzida pelo

MeHg com reducgéo de amplitude nos dois componentes de onda (onda-a e
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onda-b), indicando déficit nos diferentes grupos celulares responsaveis por
cada componente (fotorreceptores e células bipolares OFF; células bipolares
ON e células de Muller, respectivamente). O MeHg afetou respostas das vias
de cones e bastonetes, uma vez que reduziu a amplitude de resposta em
condicGes de adaptacao fotopica e escotopica. Essa alteracdo difusa nas duas
ondas e em respostas fotopicas e escotopicas foi, também, demonstrada por
Ventura; et al (2004) e Barboni (2007) em humanos expostos a vapor de
mercurio sem alteracdo no tempo implicito das respostas e por Goto;
Shigematsu; Tobimatsu (2001) com dose de MeHg 1,5 mg por 10 dias e 0,70
mg/kg por 30 dias .

Dentro deste contexto, os resultados nos animais pré-tratados com
Euterpe oleracea ratificou nossa hipétese cientifica de que o tratamento com a
dieta enriquecida foi capaz de evitar a reducdo causada pelo MeHg na
amplitude da onda-a nas respostas escotdpicas mista 1 e mista 2, nas
amplitudes da onda-b nas respostas escotopica mista 1, escotopica mista 2,
fotépica de cone e fotdpica de flicker em 12; 18 e 24Hz.

Nossos resultados sugerem, de forma indireta, que o efeito protetor do
acai foi eficaz na resposta de bastonetes, ndo sendo demonstrado mesmo
efeito na resposta eletrofisiolégica atribuida aos fororreceptores cones (onda-a
da resposta fotopica de cone). Essa afirmacao foi evidenciada por o acai ter
prevenido contra a reducéo de amplitude da onda-a nas respostas escotopicas
mista 1 e mista 2 sem protecdo na onda-a da resposta fotépica de cone. Estes
resultados estédo de acordo com a literatura que descrevem os fotorreceptores
cones como as células mais afetadas pela intoxicacdo mercurial (GOTO;
SHIGEMATSU; TOBIMATSU, 2001; VENTURA,; et al, 2004; BARBONI, 2007)

Essa seletividade na protecéo de fotorreceptores bastonetes pode estar
relacionada com a antocianina cianidina-3-glucosideo (C3G) presente no acai,
uma vez que foi demonstrado que esse componente apresenta um efeito
estimulatorio na regeneracdo da rodopsina em fotorreceptores bastonetes
(MATSUMOTO; et al, 2003). Essa afirmacao foi reforcada por Paik: et al
(2012), que demonstraram que extrato de antocianina de soja preta, contendo
C3G apresenta maior acao protetora contra degeneracao retiniana em resposta

escotopica quando comparado com resposta fotdpica.
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Além dos bastonetes a prevencao do pré-tratamento observada parece
ter sido mais expressiva, também, na resposta de células bipolares tipo ON de
cones, uma vez que o acai ndo foi capaz de proteger contra a reducdo de
amplitude da onda-b da resposta escotopica de bastonetes (que representa a
funcdo das células bipolares ON de bastonetes) gerada pelo MeHg, mas
apresentou protecdo na amplitude da onda-b das respostas escotopicas mista
1 e mista 2 (que refletem a funcdo de células bipolares ON de cones e de
bastonetes), fotopica de cone e fotdpica de flicker (que refletem a funcédo das
células bipolares ON de cones).

A avaliacdo da razdo entre amplitude da onda b/ onda-a na resposta
fotépica de cone reforcou o fato de o acai ter protegido células bipolares ON de
cones e nao fotorreceptores cones.

Mesmo que o pré-tratamento com Euterpe oleracea néo tenha protegido
da reducdo de amplitude de resposta de fotorreceptores cones e células
bipolares ON de bastonetes, ja pode ser indicado como uma alternativa para
amenizar o déficit funcional que o MeHg gera na retina, pois parece ter evitado
a reducao de resposta de fotorreceptores bastonetes e de células bipolares ON
de cones. Esse dado é inovador e muito relevante uma vez que essa protecao
pode ser refletida significativamente no padrao perceptual.

Os quatro grupos apresentaram reducdo nas amplitudes de resposta
com o aumento da frequéncia temporal do estimulo apresentado no flicker a
partir de 18Hz. Ou seja, a amplitude de resposta em 12Hz foi maior que as
aplitudes nas demais frequéncias temporais.

Harazny; et al (2009) demonstraram, por meio de estimulagdo com
mesmas frequéncias temporais (12; 18; 24 e 30 Hz), reducdo gradual da
amplitude de resposta de camundongos pigmentados (DBA/2J e C57/BL6) com
0 aumento da frequéncia, no entanto no presente trabalho com ratos Wistar
albinos essa reducéo foi significativa apenas na comparacao entre a menor
frequéncia testada 12 Hz e as demais, mostrando que ratos albinos poderiam
ter menor resolugéo temporal que camundongos pigmentados.

No tempo implicito ndo houve diferenca entre os grupos em nem uma
das frequéncias, no entanto reduziu para todos os grupos em 30Hz, com
diferenca entre essa frequéncia e as demais, mostrando que o estimulo mais

rapido necessita de uma tempo de resposta menor.
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A resposta a frequéncia de 30 Hz apresenta importante participacdo de
células ganglionares e essas células podem néo ter sido protegidas pelo pré-
tratamento, o que pode ser responsavel por nao ter havido diferenca entre os
grupos MeHg e MeHg+Acai em 30 Hz. Os resultados mostram que o ffERG é
um método capaz de detectar alteracdes funcionais causadas pelo MeHg na
retina e a protecdo exercida pelo acai, porém essa técnica nao permite
identificar os mecanismos responsaveis pelas alteragbes geradas nem como e
quais componentes do acai seriam responsaveis por essa protecdo. Porém
alguns dos mecanismos de citotoxidade do MeHg podem estar associados ao
efeito deletério observado, assim como alguns efeitos associados ao acai
poderiam antagonizar os efeitos induzidos pelo MeHg.

Os danos funcionais na retina podem ter relacdo com acumulo de Hg em
diversas areas do tecido retiniano (WARFVINGE; BRUUN, 1996; MELA; et al,
2010), com alteracdes histoldégicas como a reducdo na espessura da camada
nuclear interna (com reducdo na densidade de células bipolares ON e
amacrinas), degeneracdo na camada de fotorreceptores com alteracdes
morfolégicas nos fotorreceptores (BONCI; et al, 2006; MELA; et al, 2010,
2012). A reducao de densidade de células bipolares ON pode estar associada
a reducdo da amplitude da onda-b das respostas do ffERG, assim como, a
degeneracdo da camada de fotorreceptores e as alteracbes morfolégicas
nessas células podem estar relacionadas com a diminuicdo da amplitude da
onda-a das respostas no ffERG.

Sabe-se que o MeHg gera aumento na concentracao de NO (HIMI; et al,
1996) e que essa molécula medeia a reducdo da viabilidade de células da
retina (HERCULANO; et al, 2006). O aumento da concentracdo de NO na
retina pode aumentar a formacao de peroxinitrito (ONOQO’), um agente oxidante
formado a partir da reacdo do O% com NO, promovendo a lesdo celular e
apoptose das células desse tecido com consequente dano funcional. No
entanto, o extrato do fruto de acai apresenta potente efeito inibidor sobre a
producdo de NO por linhagem celular macréfagos ativados RAW 264,7 a partir
de reducao na atividade INOS (MATHEUS; et al, 2006). O estresse oxidativo
(EO) causado pelo MeHg pode ser a principal causa dos déficits funcionais na

resposta elétrica da retina. Pois EO gera reducéo das amplitudes das respostas
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das ondas a e b no ERG e reducdo da espessura das camadas nucleares
interna e externa com morte celular por apoptose (CINGOLANI; et al, 2006).

O acai poderia agir a partir de seu comprovado efeito antioxidante,
atribuido a seus compostos polifendis, principalmente antocianinas (DEL
POZO-INSFRAN; et al, 2004; MERTENS-TALCOTT; et al , 2008; DOS
SANTOS et al, 2008; KANG et al, 2010; SOUZA, et al., 2010; SUN; et al, 2010).
A atividade antioxidante dos flavondides, componentes presentes no acai, esta
relacionada a capacidade de doar elétrons e reduzir EROs evitando o dano
oxidativo dos tecidos. A presenca de grupos hidroxila ligados a anéis fendlicos
€ correlaciona com a capacidade dos flavonoides de doar elétrons (FRANCO;
et al, 2010).

Muitos trabalhos tém utilizado flavondides na estratégia coadjuvante de
amenizar os danos induzidos pelo MeHg (FARINA; et al, 2005, LUCENA, et al,
2007; FRANCO; et al, 2007, FRANCO; et al, 2010; BARCELOS; et al, 2011,
WAGNER; et al, 2010).

O flavondide quercetina, presente no acai (KANG et al, 2010), se
mostrou eficaz na protecéo contra danos no DNA nos hepatdécitos e leucdcitos,
contra a reducdo dos niveis de GSH e da atividade da GPx causados por
MeHg em ratos (BARCELOS; et al, 2011). Estudos in vitro também mostraram
gue a quercetina reduz os efeitos mitotoxicos do MeHg, inibindo a formacao de
EROs e peroxidacdo lipidica em mitocondrias de cérebro de ratos e
cmundongos (FRANCO; et al, 2007; WAGNER et al, 2010).

Além de flavondides isolados, tém-se utilizado extrato de plantas para
buscar reverter os efeitos prejudiciais do MeHg. Dentre esses, 0 extrato de
Syzygium cumini (planta medicinal fonte de compostos fendlicos), o qual
reverte os efeitos toxicos do MeHg, reduzindo os niveis de peroxidacao lipidica
no figado e rim em ratos neonatos (ABDALLA; et al, 2011).

Outros trabalhos realizados em camundongos, mostraram efetiva
protecdo exercida por extratos de plantas brasileiras (Polygalapaniculata ou
Cypura paludosa), que contém flavondides, contra a neurotoxicidade induzida
por MeHg. Essa protecdo foi caracterizada por reducdo da disfuncdo na
coordenacdo motora, reducdo da inibicdo da atividade da enzima GPx

cerebelar e reducdo dos niveis de espécies reativas do acido tiobarbitlrico
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(indicador de peroxidacao lipidica) no cortex cerebral e cerebelo (FARINA; et
al, 2005; LUCENA, et al, 2007).

As antocianinas apresentam capacidade neuroprotetora em modelos de
degeneracéo retiniana (TANAKA,; et al, 2011; PAIK; et al, 2012).

Paik et al (2012) demonstraram que extrato do flavondide antocianina
(50 mg/kg/dia durante 4 semanas) tem efeito neuroprotetor nos neurénios da
retina, com significativa preservacao da funcao (com preservagao da amplitude
da onda-a e onda-b das respostas fotopicas e escotépicas no ffERG) e
histologia, frente a degeneracdo retiniana com morte de fotorreceptores
induzida por N-metil-N-nitrosureia (um agente que induz metilagdo de DNA
causando dano nos fororreceptores).

Esse efeito protetor das antocianinas também foi demonstrado in vivo e
in vitro em modelo de degeneracdo retiniana induzida pela exposicdo a luz.
Observou-se reducdo na degeneracdo de fotorreceptoresa partir de
mecanismos antioxidantes, com reducdo da producdo de EROs e do numero
de células apoptoticas (TANAKA,; et al, 2011).

A Alfa-tocoferol, vitamina presente em grande quantidade no acai
(ROGEZ, 2000), também pode estar associada ao efeito encontrado nos
nossos resultados eletrofisiolégicos, uma vez que pode atuar como
antioxidante, protegendo as membranas da retina contra peroxidacéo lipidica
induzida por Fe?*-ascorbato in vitro (ZAPATA; et al, 2008).

Os resulados de peroxidacéo lipidica no tecido retiniano corroboram com
os resultados do ffERG, demonstrando possivel associ¢do entre dano oxidativo
e funcional na retina causado pelo MeHg, pois mostram que o grupo MeHg
apresentou maior quantidade de MDA que o grupo Veiculo e o grupo
MeHg+Acai apresentou valores de MDA inferiores aos do grupo MeHg,
permanecendo nos niveis do veiculo. Logo, foi evidente a protecdo contra o
dano oxidativo nesse tecido e contra as alteragcbes nas respostas
eletrofisiol6gicas da retina.

Apesar de o agai conter Fe, metal que participa da reacdo de Fenton
para producdo de EROs, esse Fe é do tipo ndo heme (Fe*®) que tem baixa
absorcédo, cerca de 1% a 5%, podendo variar em funcdo da presenca de
fatores quimicos e dietéticos como com a presenca de tanino (TOAIARI; et al,

2005). O acai contém tanino (232 ug/g), fator que reduz ainda mais a
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biodisponibilidade do Fe. A baixa biodisponibilidade de ferro da racédo a base
de acai foi confirmada por Toaiari et al (2005), a partir da quantificacdo do
ganho total de ferro hemoglobinico e o total de ferro ingerido pelos animais
durante o periodo experimental, demonstrando que o0s ratos que receberam
racado a base de acai desidratado apresentaram biodisponibilidade de Fe, em
média 12,1 + 5,5% , valor inferior aos apresentados por ratos que receberam
racao controle que apresentaram biodisponibilidade de 34,9 + 4,2%.

Esse trabalho mostra, pela primeira vez, o efeito protetor do acai
(Euterpe oleracea) na retina frente a exposicdo ao MeHg, podendo servir como
terapia coadjuvante ao tratamento de intoxicacdo mercurial. Contudo €
necesséria a realizacdo de mais estudos para elucidar os efeitos protetores do

acai e seus mecanismos de acao.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o MeHg reduziu a massa corporal
dos animais e nao gerou alteragéo na atividade locomotora na dose de 5 mg/kg
durante 7 dias e o acai (Euterpe oleracea) evitou a reducado de massa corporal
dos ratos expostos ao MeHg.

Os resultados obtidos no eletrorretinograma de campo total (ffERG)
mostram que o MeHg causa alteracdo difusa na resposta elétrica da retina com
reducdo de amplitude das ondas a e b das respostas escotopicas (de
bastonetes, mista 1 e mista 2) e fotopicas (de cones e de flicker) sem alteracao
no tempo implicito.

O pré-tratamento com acai preveniu a reducdo de amplitude causada
pelo MeHg na amplitude das ondas a e b das respostas escotdpicas mista 1 e
mista 2, na amplitude da onda-b da resposta fotépica de cone e fotopica de
flicker em 12; 18 e 24 Hz. Logo essa protecao parece ser mais evidente para
fotorreceptores bastonetes e células bipolares ON de cones. Esse estudo foi
pioneiro na caracterizacdo da protecdo exercida pelo acai na fisiologia da retina
contra o déficit causado pelo MeHg.

O MeHg também causou aumento da peroxidacdo lipidica no tecido
retiniano. Esse dano oxidativo pode estar associado as alteracdes
eletrofisiolégicas encontradas na retina. O pré-tratamento com Euterpe
oleracea foi capaz de evitar o aumento de peroxidacao lipidica que pode estar
relacionado a protecdo eletrofisiologica exercida por esse fruto. Logo, o acai
pode ser indicado como estratégia coadjuvante para amenizar 0S prejuizos

causados pelo MeHg na retina.
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