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RESUMO

O mercurio é um contaminante ambiental que representa um grande risco para a saude
humana. A exposicdo a este metal toxico ocorre principalmente através de uma dieta
contaminada por Metilmercdrio (MeHg), em baixas concentracbes e por um longo
periodo de tempo. Desta forma, neste estudo propomos uma avaliacdo dos efeitos do
MeHg sobre o cdrtex motor em um modelo animal de exposicdo crbnica e em baixa
dose, semelhantemente a exposicao alimentar em areas de grande toxicidade ambiental
por mercurio. Ratos adultos foram expostos ao MeHg durante 60 dias, com uma dose de
0,04 mg/kg/dia, enquanto o grupo controle recebeu apenas o veiculo. Apos este periodo,
foram submetidos a ensaios comportamentais com intuito de se avaliar o desempenho
motor apos exposicdo mercurial, sendo entdo sacrificados e avaliados por parametros
bioguimicos oxidantes (alteracdo na concentracdo de Nitritos - NO, Peroxidacao
Lipidica - LPO e Capacidade Antioxidante Total) assim como avaliacdo dos depositos
totais de mercdrio no cortex motor e alteragdes da densidade celular de neurdnios e
astrécitos. Os dados foram tabulados e avaliados estatisticamente pelo teste t-Student
(p<0,05). Foi possivel observar depositos de mercurio total no cortex motor, além de
déficit nos pardmetros motores, com a reducdo na locomocdo total, no equilibrio e
aumento no numero de quedas, aliados a um significativo aumento nos niveis de NO e
LPO e diminuicdo da capacidade antioxidante total dos animais expostos, com reduc¢éo
da populacdo de astrocitos e neurdnios, quando comparados aos animais controle esses
achados sugerem que a exposi¢cdo de animais adultos ao MeHg, mesmo em baixa dose e

cronicamente, promove alteraces no cortex motor com danos em suas fungoes.

Palavras-chave: Metilmercario, Cortex Motor, Alteracdes Motoras, Estresse

Oxidativo.



ABSTRACT

The mercury is an environmental contaminant which poses a great risk to human health.
Exposure to this toxic metal occurs mainly through a diet contaminated by
methylmercury (MeHg) in low concentrations and over a long period of time. Thus, in
this study we propose an assessment of the effects of MeHg on the motor cortex in an
animal model of chronic exposure and low dose, similar to dietary exposure in areas of
high environmental toxicity of mercury. Adult rats were exposed to MeHg for 60 days
with a dose of 0.04 mg/kg/day, while the control group received only the vehicle. After
this period, they were subjected to behavioral testing in order to evaluate the motor
performance after mercury exposure, and then sacrificed and evaluated for oxidative
biochemical parameters (change in the concentration of nitrite - NO Lipid Peroxidation
- LPO and Antioxidant Capacity Total) as well as evaluation of total deposits of
mercury in the motor cortex and changes in cell density of neurons and astrocytes. Data
were tabulated and statistically analyzed by Student's t-test (p <0.05). It was possible to
observe total mercury deposits in the motor cortex, and deficits in motor parameters,
with a reduction in the overall locomotion, on balance and increase in the number of
failure, coupled with a significant increase in the levels of NO and LPO and decreased
ability antioxidant full of animals exposed, reducing the population of astrocytes and
neurons compared to control animals these findings suggest that exposure of adult
animals to MeHg, even at low dose and chronically, causes changes in the motor cortex

with damage to their functions.

Keywords: Methylmercury, Motor Cortex, Motor Changes, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO
1.1. O MERCURIO E A SAUDE PUBLICA

O mercario é um dos metais pesados mais estudados devido a sua ampla
distribuicdo na natureza, podendo ser encontrado na forma de vapor de mercario
elementar (Hg0), mercdrio inorgénico (Hg2+) como o HgCl> e compostos organicos de
mercurio como etilmercurio, metilmercdrio e dimetilmercurio. Todas as formas de
mercUrio sdo toxicas e a gravidade dos efeitos tdxicos varia, dependendo da dose, da
forma quimica e do tempo de exposi¢do (CLARKSON, 2002; BERNHOFT, 2012). De
acordo com a Agency for Toxic Substances and Diseases Registry (ATSDR) dos
Estados Unidos, o mercurio é listado como a terceira substancia mais tdxica, no qual o
mercurio esta incluso como um dos poluentes altamente toxicos para a saude humana,
apenas perdendo o ranking para o arsénio e chumbo (ATSDR, 2011).

Segundo relatorio em 2002 realizado pelo Programa das Nagdes Unidas para o
Meio Ambiente (PNUMA/UNEP), concluiu-se que mercurio e suas demais formas sao
poluentes de impacto global para a saude e para 0 meio ambiente, e que se faz
necessario uma acdo mundial para reduzir, ou mesmo eliminar, este composto de fontes
antropogénicas (UNEP, 2002).

Estima-se que cerca de 1960 toneladas das emissdes de mercurio para a
atmosfera seja antropogénica, o que equivale a 30% do total de emissdes no mundo.
Enguanto que as fontes geoldgicas naturais correspondem a 10% e os 60% restante sao
de reemissbes de mercurio lancado anteriormente que se acumulou ao longo de décadas
em solos superficiais e oceanos. Neste estudo conclui-se que as emissdes do mercurio
para 0 ambiente praticamente dobraram desde 2005 com a pratica da mineracdo do
ouro, principalmente por sua utilizacdo na extracdo do ouro em pequena escala e queima
de carvao para gerar energia (UNEP, 2013).

Neste relatorio realizado pela UNEP de 2013 inclui informac@es, pela primeira
vez, sobre o langcamento e os impactos do mercdrio em ambientes aquaticos. O ambiente
aquatico € a principal via de exposicdo ao homem e a vida selvagem (MORAIS et al.,
2012). Nos ultimos cem anos, as emissdes antropogénicas dobraram a quantidade de
mercurio nos primeiros 100 metros de profundidade dos oceanos. Em algumas espécies
de animais marinhos do Artico, o conteido de mercirio aumentou 12 vezes, em média,
desde o periodo pré-industrial, o que se deve a capacidade do mercurio de alcancar

longas distancias e se acumular no meio ambiente. Este aumento implica que, mais de
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90% do mercurio nesses animais marinhos séo atribuidos a atividade humana no século
passado (UNEP, 2013).

Na natureza este metal € encontrado principalmente em ambiente aquético, onde
acaba sendo convertido em Metilmercdrio (MeHg) através do processo de metilacdo do
mercdrio inorganico, realizado principalmente por microorganismos aquaticos
(COMPEAU e BARTHA, 1985; BISINOTI e JARDIM, 2004). O ser humano é um dos
principais responsaveis pela disponibilidade do MeHg no meio ambiente. Desta forma
as comunidades ribeirinhas, cujas dietas consistem basicamente de peixes e mariscos,
acabam sendo expostos cronicamente ao MeHg e seus efeitos citotoxicos (CHOI et al.,
2009; CLARKSON, 2002; PAULO, 2007).

Esta exposicdo acaba se tornando um processo mais grave devido a capacidade
que o mercdrio tem de se acumular (bioacumulacdo) e ter seu efeito magnificado
(biomagnifica¢do) nos organismos. A bioacumulagdo do mercurio é facilitada por sua
lipossolubilidade que torna mais facil o transporte através das membranas celulares, e
por sua capacidade de reagir e se ligar a componentes intracelulares (UNEP, 2011).

Embora MeHg seja absorvido e possa vir a se depositar em 0rgdos como o rim e
o figado (DIEGUEZ-ACUNA et al., 2004), este metal também é apontado como um
importante fator de risco para doencas cardiovasculares (CHOI et al., 2009). Da mesma
forma, pode promover danos ao Sistema Nervoso Central (SNC), que se mostra bastante
sensivel aos efeitos citotoxicos promovidos pelo MeHg, tendo como consequéncias
desde alteracbes metabdlicas (KONG, WONG e CHAN, 2013) quanto déficits nas
funcdes neurais superiores (HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2011).

1.2. MECANISMO DE NEUROTOXICIDADE DO METILMERCURIO

Um dos principais sitios alvo da acdo dos efeitos toxicos do MeHg é o SNC em
qualquer estdgio, seja maduro ou em desenvolvimento. No entanto este sistema
encontra-se mais suscetivel a acdo toxica durante o seu desenvolvimento do que no
cérebro adulto (AMORIM et al., 2000; CLARKSON, 2002).

O interesse em conhecer os efeitos neurotdxicos e 0s mecanismos de acdo do
mercurio estd historicamente associado a doenca de Minamata. Na autdpsia de
individuos portadores da doenca de Minamata foram encontradas altas concentracGes de
mercurio no cérebro (2,6 a 24,8 ppm) e entre as regides mais acometidas estavam as

areas motoras. A morte neuronal, ativagdo microglial e desmielinizacdo foram as
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alteracbes estruturais mais observadas. Alteracbes semelhantes foram também
diagnosticadas observadas em cérebros de criangas expostas a grandes concentracdes de
MeHg na vida intrauterina (CHOI et al., 2009; NINOMIYA, OHOMORI e
HASHIMOTO, 1995; HARADA, 1995; TAKEUCHI et al., 1996).

Este metal atravessa a Barreira Hematoencefalica (BHE) na forma de MeHg-L-
cisteina (ASCHNER e CLARKSON, 1988). Levando a morte neuronal tanto in vivo
(CHARLESTON et al., 1994, DAVIS et al., 1994), como in vitro (SARAFIAN et al.,
1994), acumula predominantemente dentro de astrocitos (OYAKE et al.,, 1966,
CHARLESTON et al., 1996; Davis et al., 1994). A acdo tdxica do MeHg sobre os
astrocitos teria como consequéncia um grande prejuizo sobre o controle que estas
celulas gliais exercem sobre o meio extracelular. Este fato foi reportado por Yin e
colaboradores (2007), onde ao analizar a exposicao de astrocitos de recém-nascidos ao
MeHg estes apresentavam-se incapazes de manter o maximo controle sobre o meio

extracelular, culminando na morte neuronal.

Esta morte neuronal se daria pelo excesso de glutamato livre no meio
extracelular, consequéncia do mal funcionamento dos astrdcitos, o que desencadearia,
por sua vez, no acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species) e, em Ultima instancia, a morte celular (CHOI, 1992). Este fato leva a
entender que a neurotoxicidade do MeHg esta intimamente relacionada com o efeito
sinérgico dos niveis ndo toxicos de glutamato livre no meio extracelular e a presenca do
mercurio, simultaneamente (ALLEN et al.,, 2002). Esses estudos sugerem que a
neurotoxicidade mercurial é, em parte, pelo aumento nos niveis de glutamato
extracelular (CHARLESTON et al., 1996; ALLEN et al., 2002; YIN et al., 2007).

Estudos tem sido realizados nos ultimos anos a fim de promover um melhor
entendimento acerca dos eventos envolvidos no processo de neurotoxicidade induzida
por MeHg, sendo estes realizados tanto in vitro como in vivo. Como por exemplo, o
estudo in vitro realizado por Bose e colaboradores (2012) acerca da exposi¢do de tecido
nervoso de embribes de ratos ao MeHg; in vivo, como o0 estudo realizado em
camundongos por Huang e colaboradores (2008) e em ratos por Daya, Reed e Newland
(2005) e Kong e colaboradores (2013).
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Nos estudos em que foram adotados a administracdo via oral do mercurio esta
escolhe se justifica como uma forma de mimetizar a ingestdo diaria deste metal, como
se atrelado a uma dieta por contaminacdo do meio (dgua ou alimentos) (HUANG et al.,
2008; KONG, WONG e CHAN, 2013).

O estabelecimento de modelos e protocolos de exposi¢cdo permitem descrever
eventos relacionados ao processo de citotoxicidade promovido pelo MeHg como:

e Reducdo da proliferacdo celular e alteragbes na expressdo de fatores
reguladores do ciclo celular (p16 e p21) e marcadores associados a senescéncia
durante o desenvolvimento embrionario do cortex cerebral de ratos (BOSE et al.,
2012);

¢ Reducéo da atividade mitocondrial de forma dose dependente (AYYATHAN;
CHANDRASEKARAN e THIAGARAJAN, 2015; KAUR; ASCHNER e
SYVERSEN, 2006);

e AlteracGes motoras, como reducdo na deambulagédo e equilibrio (HUANG et
al. 2011);

e Toxicicidade através da acdo das ROS e incremento da peroxidacgéo lipidica
(LPO, do inglés Lipid Peroxidation) (HUANG et al., 2008; HUANG et al.,
2011);

e Reducdo no metabolismo do cortex somatossensorial (KONG, WONG e

CHAN, 2013);

e Reducdo do fluxo sanguineo e lesdo endotelial pela acdo das ROS (LEMOS

et al., 2012).

Estas alteracdes sdo consideradas lesivas por estarem relacionadas com o
surgimento de doencas neurodegenerativas em pacientes expostos a longo prazo ao

MeHg e consequentemente aos déficits clinicos e fisiologicos observados.

1.3. O MERCURIO E SUA INTEREFERENCIA NO BALANCE OXIDATIVO

O MeHg, ao atravessar a BHE e se depositar no SNC, promove a alteracdo da
homeostase tecidual que podem desencadear o prejuizo e consequente perda nas
populacdes celulares, tanto glial como neuronal. Sendo que estas alteracGes metabdlicas
estdo diretamente associadas ao incremento da producdo de radicais livres (ASCHNER
e CLARKSON, 1988; ALLEN, SHANKER, ASCHNER, 2001; CHARLESTON et
al., 1994, DAVIS et al., 1994; SARAFIAN et al., 1994).
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Este aumento na concentragdo de ROS seria responsavel por lesGes nas
membranas intracelulares elevando os niveis de fatores pré-oxidantes sinalizadores da
leséo celular (HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2011).

Esta reducdo na capacidade antioxidante celular levaria o aumento na
concentracdo de ROS intracelular, como reportado por Yin e colaboradores (2007).
Onde uma das vias para o desequilibrio no sistema antioxidantes intracelular apontado
na literatura seria a capacidade do MeHg de induzir um déficit na atividade
mitocondrial, centro da respiracdo celular e produgdo de energia, de forma dose
dependente (AYYATHAN; CHANDRASEKARAN e THIAGARAJAN, 2015; KAUR;
ASCHNER e SYVERSEN, 2006; YIN et al., 2007).

Esta alteracdo na sua atividade seria consequéncia de uma perturbacdo na
permeabilidade mitocondrial e fungdes antioxidante intracelular, o que resultaria no
acumulo de ROS intracelular (ASCHNER et al., 2007). Este aumento na concentragdo
de ROS seria responsavel por lesdes nas membranas intracelulares elevando os niveis
de fatores pro-oxidantes sinalizadores da lesdo celular (HUANG et al., 2008; HUANG
etal., 2011).

Além disso, o incremento nas ROS seria um dos principais mecanismos de lesdo
e consequente morte celular envolvido na reducdo das populagdes celulares abordadas
em nosso estudo (neuronal e astrocitaria). A qual pode ter sido agravada pela reducgéo
do fluxo sanguineo, como reportado por Lemos e colaboradores (2012), onde
encontraram que mesmo uma exposicdo aguda a baixas concentracdes de HgCI2 € capaz
de alterar a resisténcia vascular.

Com o aumento na concentracdo de ROS o anion superéxido interage com NO e
forma peroxinitrito, diminuindo desse modo a biodisponibilidade do NO para
relaxamento do musculo liso (LEMOS et al, 2012). Estas alteracGes no balance
oxidativo sdo apontadas como um fator chave para as alteragdes motoras observadas
(ADEDARA et al., 2015; ATCHISON e HARE, 1994; DOREA, 2015; FARINA,
ASCHNER e ROCHA, 2011a; FARINA, ASCHNER e ROCHA, 2012).

1.4. MERCURIO E COMPROMETIMENTOS FUNCIONAIS
O défict motor promovido pela exposicdo ao mercurio é apontado na literatura
ndo como uma alteracdo na morfologia muscular, mas como uma sequela clinica dos

danos neuronais sofridos (DEBES et al. 2006). Estes efeitos ocorrem de forma dose
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dependente, ou seja, quanto maior a dose e/ou 0 periodo de exposi¢ao, maior o prejuizo,
acarretando reducdo da velocidade motora, atencéo e da linguagem, como consequéncia
do consumo de MeHg (DEBES et al., 2006).

Anormalidades no desempenho motor consequentes a exposicdo ao MeHg
também sdo reportadas na literatura (ADEDARA et al., 2015; ATCHISON e HARE,
1994; DOREA, 2015; FARINA, ASCHNER e ROCHA, 201la e b; FARINA,
ASCHNER e ROCHA, 2012). Estas alteracGes incluem o déficit na atividade
locomotora e equilibrio e tem sido apontadas como parametros importantes para a
deteccdo de alteracdes funcionais consequentes a neurotoxicidade induzida pela acdo do
MeHg (ADEDARA et al., 2015; HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2011).

Dados semelhantes foram encontrados recentemente em um estudo realizado por
nosso grupo, em que o cloreto de mercdrio é capaz de promover alteragdes motoras e
cognitivas quando administrado em baixas doses por um longo periodo (TEIXEIRA et
al., 2014).

Vale ressaltar que essas alteracbes motoras decorrentes da exposicdo ao MeHg
também s@o observadas em animais menores como Nauphoeta cinereaa (barata), apos
exposicdo por 35 dias em diferentes concentracdes (0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25 e 0.5
mg/g ao dia) resultando em déficit motor assim como o relatado em roedores
(ADEDARA et al., 2015), o que torna estudos acerca da acdo do MeHg sobre o sistema
motor ainda mais importante devido a sua de capacidade afetar diferentes espécies em
um mesmo parametro.

Estudos realizados com animais experimentais tem demonstrado que a exposi¢do
ao mercurio acarreta perda, ndo somente da atividade motora expontanea, como reducao
no ténus muscular durante a execu¢do do movimento (HUANG et al., 2008; HUANG et
al., 2011; KONG, WONG e CHAN, 2013; TEIXEIRA et al., 2014), assim como no
equilibrio (HUANG et al. 2011), semelhante ao encontrado em seres humanos
(CASTOLDI et al., 2001; CECCATELLI, DARE e MOORS, 2010).

Contudo, nos estudos em humanos, ndo ha como ter um controle exato da dose
ao qual o individuo esta sendo exposto, uma vez que a exposicdo acontece através da
dieta (CHOI et al, 2009; FARIAS et al., 2008; HARADA, 1995; NINOMIYA,
OHOMORI e HASHIMOTO, 1995; TAKEUCHI et al., 1996).
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1.5. JUSTIFICATIVA

E de comum acordo dentro da literatura que a principal forma de exposicio
humana ao mercurio ocorre principalmente através da dieta (como por exemplo o
consumo de peixe contaminado). Estas circunstancias acarretam a exposicdo do
individuo de forma crénica a baixas concentracdes de mercurio (BISINOTI e JARDIM,
2004; BITENCOURT et al., 2013; MORGANO et al., 2005; MORGANO et al., 2007).

Os estudos controlados de exposicdo ao mercurio em baixas concentracfes
frequentemente usam modelos animais, no entanto esta exposicdo ocorre em tempos
muito curtos (HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2011). Sabe-se que o efeito toxico
do mercurio parece estar diretamente relacionado ao tempo e ao periodo de exposi¢cdo
(AYYATHAN; CHANDRASEKARAN e THIAGARAJAN, 2015), tornando-se
necessario e essencial o desenvolvimento de um modelo experimental de intoxicagéo no
qual o animal seja exposto cronicamente, de maneira controlada, a baixas doses de
mercurio.

Assim sendo, este estudo propde ndo somente o estabelecimento de um modelo
de exposicdo cronica por MeHg em baixas doses que simule o consumo humano a
longo prazo que permita, pela primeira vez, avaliar a influéncia sobre as populacdes
Neuronal e Glial (Astrécitos) no cortex motor de ratos machos adultos nessas condi¢cdes
experimentais.

A hipotese experimental a ser testada nesta investigacdo € que a exposicdo
crénica ao MeHg, em valores semelhantes ao ingerido em areas de contaminacao
ambiental, e sua relacdo direta com o0s danos motores, teciduais e na bioquimica

oxidativa no cortex motor de ratos machos adultos.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL.:

Caracterizar as possiveis alteracdes no cdrtex motor de ratos apds exposicao
cronica ao MeHg.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Avaliar o desempenho motor (locomocdo espontdnea, coordenacdo motora e
equilibrio) nos animais expostos durante 60 dias (G60) ao MeHg.

b) Avaliar os depositos de mercurio total no cortex motor dos animais expostos;

c) Descrever as principais alteracdes teciduais promovidas pela exposicdo crénica (60
dias) de ratos machos no cortex motor;

d) Avaliar o padréo neurodegenerativo (sobrevivéncia/densidade de neurdnios maduros
e astrocitose) desencadeados perante o0 modelo de exposicao crénica proposto;

e) Determinar se ha alteracGes entre animais dos diferentes grupos experimentais quanto

ao niveis de Nitrito, LPO e capacidade antioxidante total.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo utilizou-se 40 ratos albinos da espécie Rattus novergicus, linhagem
Wistar, machos, com massa corpérea entre 150g a 200g e com 90 dias de vida quando
fornecidos pelo Biotério de Criacdo da Universidade Federal do Para para o Biotério de
Experimentacdo do Laboratorio de Farmacologia do ICB-UFPA. Os animais foram
alojados em gaiolas-viveiros de plastico, com dimensGes de 30 cm x 20 cm x 12 cm,
divididos em grupos de 5 animais por caixa. Durante o periodo de alojamento, 0s
animais receberam racdo balanceada e &gua, permaneceram em uma temperatura de
25°C e foram submetidos a um ciclo escuro/claro de 12 horas. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacio da UFPA (CEPAE-
UFPA: 225-14) (Anexo 01).

3.2. FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram distribuidos dentro de 02 grupos distintos da seguinte forma:
« Grupo Oleo (20 animais) — Animais que receberam diariamente somente o veiculo
(6leo de girassol) durante 60 dias;
 Grupo MeHg (20 animais) — Animais expostos diariamente ao MeHg durante 60 dias.
Cada grupo foi formado de acordo com a figura a seguir (Figura 1). De modo
que 50% do N total dos animais que compdem cada grupo foi destinado para analise
tecidual (sendo estes 50% compostos tanto por controles como por expostos) e outros
50% para analise dos parametros pro e antioxidante, assim como a mensuracdo dos
depdsitos de mercurio total formados no cortex motor. Os procedimentos experimentais

de cada grupo serdo descritos a seguir.
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Figura 1. Organizacdo dos grupos experimentais e a distribuicdo do nimero de animais
adotado, onde os animais Oleo representam os controles e os animais MeHg 0 grupo exposto

cronicamente ao MeHg.

3.3. EXPOSICAO AO METILMERCURIO

Os animais chegaram ao biotério com 83 dias de idade e passaram por um
periodo de ambientacdo de 01 semana antes do inicio dos experimentos, ao 90 dias de
idade. Os animais pertencentes ao grupo tratado, receberam MeHg através de gavagem
intragastrica em uma dose diaria de 0,04 mg/kg durante 60 dias. As doses diarias foram
ajustadas semanalmente a partir da mudanca do peso corporal dos animais
experimentais, tendo como veiculo do metal o 6leo de girassol, com a curva de peso
realizada ao final do periodo experimental. Esta dose foi descrita no trabalho de Kong e
colaboradores (2013) como sendo capaz de promover alteracbes bioquimicas e
moleculares em regies do cérebro, incluindo o coOrtex, de ratos expostos ao
metilmercdro no periodo de 60 dias, associando, entdo, a ingestdo de baixas doses
diarias de mercurio através de frutos do mar a alteracdes de ordem neurodegenerativa.
Os animais do grupo controle passaram pelos mesmos processos de exposi¢do via

gavagem, porém sem MeHg, apenas o veiculo.
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3.4. ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Os ensaios comportamentais foram realizados ap6s completados os 60 dias de
intoxicacdo. Todos os testes foram executados em sala propria, com atenuacdo dos
niveis de ruido e baixa intensidade de iluminacdo. Os testes realizados na seguinte

ordem:

3.4.1. Teste da atividade locomotora espontanea (Open Field)

A avaliacdo de roedores em uma arena ou campo aberto é um procedimento
muito utilizado com a finalidade de se observar a atividade locomotora de animais de
pequeno porte. Em um primeiro momento, sabe-se que ratos, assim como 0S seres
humanos, poderdo reagir ao ambiente considerado “novo” e apresentar uma resposta
aversiva, caracteristica de congelamento (do inglés “freezing”), que ¢é um
comportamento inerente ao animal, o qual muitas vezes é utilizado como uma forma de
diminuir as deteccdes visuais e auditivas por parte dos predadores. No entanto, em um
segundo momento, ele tende a explorar o ambiente onde se encontra. Este teste
consiste de uma area central aversiva, que avalia tanto o nivel de ansiedade, quanto
parametros de deambulagédo do animal.

Para este teste foi utilizada uma arena em madeira (100x100x40cm), pintada
com material ndo permeavel, na qual o piso se encontra dividido em 25 quadrantes

iguais de 20x20 cm (Figura 02).

Figura 2. Diagrama da exposi¢cdo do animal ao aparato que compde o Campo Aberto para

realizacdo do teste de atividade locomotora esponténea.
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Antes do inicio dos experimentos, os animais foram conduzidos & sala de teste
por um periodo de, no minimo, uma hora para aclimatacao e habituagdo ao ambiente do
teste. Apds habituacdo, o teste da atividade locomotora foi iniciado. Inicialmente os
animais foram colocados individualmente no quadrante central do campo aberto e
permitido o livre deslocamento dentro do aparato por 5 minutos, filmados através de
uma camera posicionada acima da arena e monitorada em outra sala por
experimentador que ndo sabera o grupo de tratamento que estara sendo testado.

Este teste j& vem sendo realizado por nosso grupo (TEIXEIRA et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2015) e nele contabilizou-se o numero de quadrantes totais
percorridos pelo animal durante todo o teste através do Software Any-mazeTM versao
4.99 (Stoelting Co., USA), e o numero de rearing manualmente de acordo com o
protocolo de Pandolfo e colaboradores (2007) e Walsh e Cummins (1976), pois estes
parametros sdo os que melhor indicam as possiveis alteragdes que possam ocorrer no
cortex motor. Nao sendo considerada locomocdo quando o animal colocar uma, duas

ou trés patas em um dos quadrantes, com retorno ao quadrante original.

3.4.2. Teste do Rotarod

Este teste foi realizado no aparelho rotarod (Insight, Brasil) para avaliacdo da
forca e coordenacdo motora dos animais (DUNHAM e MEYA, 1957; OLIVEIRA et al.,
2014; TEIXEIRA et al., 2014). Os animais foram treinados a manterem-se sobre o eixo
giratorio do equipamento durante 3 minutos a quinze rotagdes por minuto (15 RPM).
Apos o treino, foram submetidos ao teste propriamente dito, onde os animais foram
expostos ao aparelho em trés etapas de 3 minutos a 15 RPM, sendo respeitado o periodo
de 120 segundos entre as exposicdes e contabilizado o tempo de permanéncia do animal
(laténcia) sobre a barra de rolagem até a primeira queda nas trés etapas e o nimero de
quedas totais (TEIXEIRA et al., 2014) (Figura 03).
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Figura 3. Diagrama do animal durante sua exposi¢ao ao equipamento Rotarod.

3.5. ANALISE BIOQUIMICA
3.5.1. Analise da Capacidade Antioxidante Total

Apos a realizacdo dos ensaios comportamentais, 10 animais de cada grupo foram
sacrificados por deslocamento cervical e tiveram seus cérebros removidos. Em seguida,
um hemisfério do cortex de cada animal do grupo controle e grupo exposto ao MeHg foi
dissecado para posterior homogeneizacdo em Tampao Tris-HCI 20 mM (pH 7,4). Uma
aliquota do homogenato bruto foi retirada para mensurar a capacidade antioxidante total
através do método de avaliacdo da capacidade antioxidante contra os radicais Peroxil
(Amado et al, 2009).

As amostras foram centrifugadas a 10.000 G durante 20 min a 4 °C. O
sobrenadante das amostras foi exposto, em triplicatas em uma microplaca transparente
de 96 pogos, a um gerador de radicais peroxil, o 2,2'-azobis 2 methylpropionamidine
dihydrochloride (ABAP; 4 mM; Aldrich) e em outra triplicata recebem somente agua
ultrapura. Apés 30 minutos de reacdo entre a amostra e ABAP, foram levadas para
mensuracdo da fluorescéncia gerada, com leituras realizadas a cada 5 minutos durante
um periodo de 1 hora em leitor de microplaca opaca (Victor 2, Perkin Elmer), a
temperatura de 35 °C. Para facilitar o entendimento os resultados foram expressos como

o0 inverso da diferenca das areas abaixo das curvas geradas das amostras com e sem
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ABAP, pois quanto maior a area formada menor a competéncia em neutralizar os
radicais peroxil e consequentemente a capacidade antioxidante total das amostras
(Solugdes e preparacoes ver Anexo 02).

3.5.2. Concentragéo de Nitrito (NO)

A quantificacdo de proteinas totais utilizada na correcdo dos valores de nitrito
NO e LPO foi feita a partir do método colorimétrico de Bradford como descrito no
protocolo de Lowry e colaboradores (1951) (SolugGes e preparacdes ver Anexo 03).

Este teste foi realizado pois a exposicdo a baixas doses de mercdrio promove o
aumento dos niveis de ROS e consequentemente alteracBes na biodisponibilidade de
NO (no caso a sua reducdo), devido sua interagdo com o NO (HUANG et al., 2011;
LEMOS et al., 2012).

Para 0 ensaio de niveis de nitritos, uma aliquota do homogenato bruto foi
centrifugada a 21.000 g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para a analise
descrita por Lowry e colaboradores (1951). As amostras foram incubadas em
temperatura ambiente com reagente de Griess [0.1%  N-(1-naphthyl)
ethylenediaminedihydrochloride; 1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid; 1:1]. A
absorvancia foi mensurada com o comprimento de onda igual a 550 nm e comparada

com a das solucgdes padrdes de nitrito de sodio (Solucbes e preparacdes ver Anexo 04).

3.5.3. Peroxidacéo Lipidica (LPO)

A exposicao a baixas doses de MeHg induz ao aumento da LPO no SNC. Este
aumento é apontado como consequente de danos ao SNC via estresse oxidativo
promovido por esta exposicdo, e que este dano esta intimamente relacionado com as
alteracbes comportamentais do tipo motoras observadas (HUANG et al., 2008;
HUANG et al., 2011).

Este parametro foi mensurado pelo método de TBA-RS (thiobarbituric-acid
reactive substances; HERMES-LIMA e STOREY, 1995). Onde uma aliquota do
homogenato bruto foi centrifugada a 2500 g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
processado com o Kit Bioxytech LPO-568 (Cayman Chemical). Esse kit utiliza um
cromogeno que reagem com MDA e 4HDA a 45 °C, podendo ter a absorbancia
méaxima obtida com comprimento de onda de 586 nm. Este método quantifica os

produtos aldeidos da LPO, como o malonaldeido (MDA) e o 4-hidroxi-2-nonenal, 0s
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quais reagem com o &cido tiobarbitdrico (MIHARA e UCHIYAMA, 1978). Embora a
quantificacdo espectrofotométrica do TBA-RS ndo possa ser considerada uma técnica
para determinar MDA em tecidos porque o ensaio superestima os niveis reais de MDA,
é considerada efetiva para estudos comparativos (LAPANNA e CUCCURULLO,
1993), sendo os valores expressos pela variagdo na concentracdo de MDA (Solucdes e
preparacdes ver Anexo 05).

3.6. AVALIACAO DOS DEPOSITOS DE MERCURIO NO CORTEX MOTOR

Um hemisfério de cada animal foi direcionado & anélise do teor de mercudrio
depositado pelo método de Susuki e colaboradores (2004). Para tanto o tecido foi
pesado e homogeneizado (0,5 g maxima de peso em himido), colocado em uma garrafa
de digestdo ao qual foi acrescido 1 ml de agua destilada, 2 ml de acido percldrico
(HCIO4) em é&cido nitrico 1 + 1 (HNOs) e 5 ml de acido sulfarico (H2SO4),
consecutivamente adicionados, e finalmente levados a placa de aquecimento (200-
230°C) durante 30 min. Para alcancar o volume final (50 ml) foi acrescentado agua
destilada. O extrato do tecido foi preparado para 0 e 1,0 ml de solucdo de
metilmercdrio-cisteina (0,10 pug de Hg/ml) em duas garrafas de digestdo (uma a 0 e
outra 0,10 pg de Hg). Em uma colocou-se 1 mL de &gua destilada (o branco) seguido
por 2 ml de HNO3, HCIO4 (1 + 1) e 5 mL de H2S04 (constituindo o padrdo para
leitura), o mesmo foi feito com a solugcdo da amostra para mensuragao.

O teor total de mercurio nas amostras foi estimado por espectrometria de
absorcdo atémica (CVAAS) (Semi-automatizado Mercurio analisador, Modelo Hg-201,
Sanso Seisakusho Co., Ltd., Toquio, Japdo) (TEIXEIRA et al., 2014).

Para quantificacdo do mercurio total presente utilizamos a seguinte formula
(SUSUKI et al., 2004):

Concentracdo de mercurio total na amostra (mg/g) = 0,10 mg x (amostra -
amostra em branco)/(amostra padrdo - branco amostra) x fator de diluicdo x 1/peso
amostra (g) x relacdo de peso Umido /peso seco.

Todas as analises foram realizadas em duplicata e os valores expressos em parte

por milhdo (ppm).
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3.7. ANALISE TECIDUAL

Os animais restantes (10 controles e 10 expostos) foram anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9 mg/Kg), e
perfundidos através do ventriculo esquerdo com solucdo salina a 0,9% heparinizada,
seguida de paraformaldeido a 4%. Apos a perfusdo, os cérebros foram removidos da
caixa craniana e pos-fixados em bouin por 6 horas. Em seguida os espécimes foram
incluidos em Paraplast (McCormick™) e seccionados em micrétomo a 5 pm.

Algumas seccOes foram submetidas a coloracdo classica por hematoxilina e
eosina (HE) para uma observacdo do panorama geral da condicdo tecidual de cada
grupo e imunohistoquimicas para neurdnios com o anticorpo Anti-NeuN (1:100,
Chemicon), um marcador de neurénios maduros muito utilizado para se investigar a
sobrevivéncia neuronal (LIMA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2014), e o Anti-GFAP
(1:2000, Dako), um marcador de astrocitos que permite avaliar modificacbes na
morfologia e nimero perante injdrias a0 SNC (LIMA et al., 2007; FONTES-JUNIOR et
al., 2016).

Essas imunomarcacdes foram quantificadas em ambos 0s grupos através das
contagens de células positivas feita em um aumento de 40x com o auxilio de uma
gradicula acoplada a ocular do microscopio de luz com quadrantes de 0,0665 mma2,
Foram consideradas 3 seccBes por animal (grupo exposto e controle) e 3 campos por
seccdo. Apds a contagem foram realizadas as fotomicrografias dos campos mais
representativos de cada grupo para cada técnica. Estas foram obtidas com um sistema de
fotomicroscopia digital utilizando uma camera digital (Axiocam ERc 5s, ZEISS)

acoplada ao microscopio (Axiovert lab. Al, ZEISS).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Apos a contabilizacdo dos fatores avaliados em cada teste comportamental e nas
subsequentes analises dos depositos de mercdrio, parametros de estresse oxidativo e
analises imunohistoquimicas, estes foram inseridos no software GraphPad Prism 5.0 e a
distribuicdo dos dados testada pelo método de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade. Em seguida foi utilizado o teste t-Student, considerando um valor
significativo de p<0,05. Os resultados foram expressos no corpo do texto e através de

graficos com a média acompanhada do erro padrdo da média (média + erro padrdo da
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média). Enquanto que no teste de desempenho motor forgado (Rotarod), devido as
particularidades do teste, utilizamos o teste ANOVA de uma via repetida.

4. RESULTADOS

4.1. A EXPOSICAO CRONICA AO MEHG PROMOVEU A FORMAGAO DE
DEPOSITOS NO CORTEX DE RATOS MACHOS ADULTOS E ALTERACAO NO
GANHO DE MASSA.

Apbés o periodo de intoxicacdo cronica durante 60 dias na dosagem de
0,04mg/kg/dia os animais expostos apresentaram um menor ganho de massa ao final do
experimento em relagdo ao controle (p< 0.0001) (Figura 04A).

Foi observado também que o protocolo adotado promoveu a formacdo de
depdsitos de mercario no parénquima neural de ratos machos adultos (0,0650+
0,007895) em relacdo ao grupo controle (0,0048+0,0007348) como disposto na figura
04B (p< 0.0001).
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Figura 4. Apresentacédo das variagdes no ganho de peso sofridas por ambos os grupos durante
todo o experimento (A), apés ingestdo diaria de MeHg (0,04mg/kg/dia) e os depdsitos de

mercurio total formados apds essa exposi¢ao cronica (B).
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42. A EXPOSIQAO CRONICA AO MEHG PROMOVEU UM AUMENTO NOS
FATORES PRO-OXIDANTES E REDUC}AO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
TOTAL.

A capacidade antioxidante total das amostras mostrou-se reduzida (p= 0,0150)
no grupo cronicamente exposto ao MeHg, sofrendo um decréscimo de 54,05% em
relagdo ao grupo controle (considerado como valor padrdo da capacidade antioxidante
total igual a 100%) como apresentado na Figura 05A.

Consequentemente ambos os fatores pro-oxidantes avaliados neste estudo apds
exposi¢do cronica ao MeHg sofreram um representativo aumento (p=0,0272 e 0,0009,
para NO e LPO respectivamente). Primeiramente temos o significativo aumento nos
niveis de LPO do grupo exposto (205,4 + 18,89%) em relacdo ao controle (100,0 +
7,111), ao dosarmos os niveis de MDA por miligrama de proteina (p=0.0009) (Figura
05B). Assim como nos niveis de Nitrito do grupo exposto, que apresentou quase que 0
dobro (194,4 + 32,32%) ao confrontarmos com o grupo controle (100,0 = 13,46%) por

miligrama de proteina de amostra como disposto na Figura 05C.
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Figura 5. A exposicdo cronica ao MeHg promoveu altera¢des no balaco oxidativo dos animais

expostos cronicamente. Houve a redugdo na capacidade oxidante total (A) e consequente

aumento dos parametros pré-oxidante: Peroxidacao Lipidica (B) e niveis de Nitrito (C).
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4.3. ANALISE TECIDUAL: A EXPOSICAO CRONICA AO MEHG LEVOU A
REDUCAO NA POPULACAO ASTROCITARIA E PERDA NEURONAL

Durante a avaliacdo prévia das amostras através da coloracéo classica por HE foi
possivel identificar uma clara reducdo na populacdo celular geral do grupo MeHg em

relagdo ao controle (Figura 06).

Figura 6. Fotomicrografia em coloracdo classica (Hematoxilina e Eosina) apresentando 0s
grupos Controle (A) e MeHg (B) ilustrando o panorama geral das popula¢des celulares de cada

grupo. Aumento de 10x (A e B) escala 50um.

Ao realizar a imunomarcacdo com o anticorpo GFAP, que identifica um
componente especifico do citoesqueleto do astrocito (ponta de seta), foi observado uma
significativa reducdo no numero de células GFAP positivas no grupo exposto
crébnicamente ao MeHg (17,79 + 1,202), em relacdo ao grupo controle (37,94 + 1,228)
(p> 0,0001) (Figura Q7).
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Figura 7. Imunomarcacdo para o anticorpo GFAP apresentando os grupos Controle (A) e
MeHg (B) ilustrando a reducdo da populacdo astrocitaria (ponta de seta) em cada grupo.
Aumento de 10x, escala 100um. Seguido do gréafico (C) com a quantificacdo dos respectivos
grupos (p> 0,0001).

Durante a avaliacdo das seccBes e quantificacdo das células imunoreativas ao
anticorpo NeuN foi observado uma reducdo significativa na populacdo de neurbnios
maduros (ponta de seta) (p= 0,0074) no grupo exposto a0 MeHg (29,64 + 2,609) em
relacdo ao grupo controle (44,07 + 3,402) (Figura 08).
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Figura 8. Imunomarcacéo para o anticorpo NeuN apresentando os grupos Controle (A) e MeHg

(B) ilustrando a reducgdo da populacdo de neurdnios maduros (ponta de seta) em cada grupo.

Aumento de 10x (A e B) e 20x (C e D), escala 100um e 50um, respectivamente. Seguido do

grafico (E) com a quantificacdo dos respectivos grupos (p= 0,0074).
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4.4. ENSAIOS COMPORTAMENTAIS
4.4.1. A exposigdo cronica ao MeHg induziu a redugdo na atividade locomotora

espontéanea horizontal e vertical durante o teste do Campo aberto.

Durante a execucdo do primeiro teste, um teste de atividade locomotora
esponténea, foi observado um baixo desempenho com relacdo ao nimero de quadrantes
cruzados pelos animais que compdem o grupo MeHg (29,22 + 3,52) em relagéo ao
grupo controle (45,50+ 4,696) (p= 0,0144) (Figura 09A), assim como reducdo no
ndmero no namero de rearing realizado pelo grupo MeHg (6,44 + 0,64), quando
comparados com o controle (12,63 + 2,14) (p = 0,02) (Figura 09B).
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Figura 9. A exposicao crénica ao MeHg levou a um prejuiso no desempenho motor dos animais
expostos cronicamente ao MeHg no teste do Campo Aberto (5min). Os animais sofreram ndo

apenas uma reducdo no numero de rearing (A) como no nimero de Quadrantes Cruzados (B).
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4.4.2. Houve a diminuicdo da laténcia e aumento do namero de quedas nas 3
exposic¢des do grupo exposto ao MeHg durante a execucao do teste Rotarod

Durante a execucdo do Ultimo teste (um teste de atividade locomotora forgada),
0 rotarod, o grupo MeHg apresentou uma laténcia (tempo decorrido desde a sua
colocacdo no aparato até a primeira queda) menor que o grupo controle (Figura 10A)
em todas as trés exposicdes ap0s o treino (p=0,005, p=0,014 e p<0,001, respectivamente
para cada exposicdo). Quanto ao critério do nimero de quedas sofrido por grupo, o
grupo MeHg apresentou um maior nimero de quedas nas desde o treinamento as 3

exposigdes durante a execucdo do teste (p < 0,05) (Figura 10Db).
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Figura 10. A exposi¢do cronica ao MeHg prejudicou o desempenho dos animais expostos no
teste de locomocgdo forcada, Rotarod. Tanto na laténcia para a primeira queda (A), como no

namero de quedas (B).
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5. DISCUSSAO

Este estudo provou que a exposicdo crbnica a baixas concentracbes do MeHg
(0,04 mg/kg) é capaz de promover dep6sitos no cortex motor de ratos adultos, como é
capaz de alterar as fungbes motoras, as populacbes celulares (neuronal e glial) e
parametros bioquimicos (pré e anti-oxidantes), validando o protocolo proposto de
exposicao cronica a baixas concentragdes de MeHg a fim de simular o consumo diario a
longo prazo ja na vida adulta de em baixas concentracGes, semelhante a consumo de
alimento em areas de exposicao cronica ao MeHg.

Estas alteracdes estariam intimamente ligadas a acdo toxica que este metal é
capaz de exercer sobre SNC e os demais tecidos. Dentre elas apontamos a redugdo no
metabolismo observada no SNC (KONG, WONG e CHAN, 2013). Uma vez que este é
capaz de atravessar a BHE (ASCHNER E CLARKSON, 1988).

Uma das alteracbes consequentes da presenca do MeHg no SNC temos
observada em nosso estudo foi a reducdo da capacidade antioxidante total do cortex
motor de ratos machos adultos que em 54,05% em relacdo ao grupo controle (tomado
como padréo de normalidade para critérios de comparacgéo). Esta reducao na capacidade
antioxidante celular levaria o aumento na concentragdo de ROS intracelular, como
reportado por Yin e colaboradores (2007). Onde uma das vias para o desequilibrio no
sistema antioxidantes intracelular apontado na literatura seria a capacidade do MeHg de
induzir um déficit na atividade mitocondrial, centro da respiracdo celular e producéo de
energia, de forma dose dependente (AYYATHAN; CHANDRASEKARAN e
THIAGARAJAN, 2015; KAUR; ASCHNER e SYVERSEN, 2006; YIN et al., 2007).
Esta alteracdo na sua atividade seria consequéncia de uma perturbacdo na
permeabilidade mitocondrial e fungdes antioxidante intracelular, o que resultaria no
acumulo de ROS intracelular (Aschner et al, 2007).

Este aumento na concentracdo de ROS seria responsavel por lesdes nas
membranas intracelulares elevando os niveis de fatores pro-oxidantes sinalizadores da
lesdo celular (HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2011), tal como demonstrado em
nosso estudo, onde pudemos observar o aumento nos niveis tanto de NO como de LPO.
Além disso, este incremento nas ROS seria um dos principais mecanismos de lesdo e
consequente morte celular envolvido na reducdo das populagdes celulares abordadas em
nosso estudo (neuronal e astrocitaria). A qual pode ter sido agravada pela reducdo do

fluxo sanguineo, como reportado por Lemos e colaboradores (2012), onde encontraram
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que mesmo uma exposicao aguda a baixas concentracdes de HgCI2 é capaz de alterar a
resisténcia vascular, uma vez que com o aumento na concentragdo de ROS o a&nion
superoxido interage com NO e forma peroxinitrito, diminuindo desse modo a
biodisponibilidade do NO para relaxamento do masculo liso (LEMOS et al., 2012).

Esta alteracdo no fluxo sanguineo consequentemente prejudicaria a atuagdo dos
astrocitos como componente ativo da BHE. Como consequéncia da acdo toxica do
MeHg sobre os astrocitos temos o prejuizo sobre o controle do meio extracelular. Este
fato foi reportado por Yin e colaboradores (2007), onde ao analisar a exposicdo de
astrocitos de recém-nascidos ao MeHg estes apresentavam-se incapazes de manter o
maximo controle sobre o meio extracelular, culminando na morte neuronal. O que
justificaria a significativa reducdo na populacdo neuronal que observamos em nosso
estudo (de 29,64 + 2,609) no grupo exposto a0 MeHg em relacdo ao grupo controle
(44,07 + 3,402).

Como consequéncia do déficit funcional sofrido pelos astrocitos, temos o
prejuizo de uma de suas principais fungdes no SNC que consiste na manutencdo da
homeostase do meio extracelular e uma das etapas para manutencdo do meio € a
recaptacdo de neurotransmissores da fenda sinaptica, dentre eles o glutamato. Quando o
glutamato, um neurotransmissor do tipo excitatorio, se acumula no meio extracelular
e/ou fenda sinaptica, os neurbnios acabam sofrendo um processo denominado
excitotoxicidade (ASCHNER et al., 2007; YIN et al., 2007). Este processo consiste no
acumulo de aminoacidos excitatorios no meio extracelular provoca a ativagao excessiva
dos receptores ionotropicos de glutamato NMDA e AMPA, levando a um aumento
adicional da concentracdo de Ca+2 intracelular, que pode resultar no influxo passivo de
agua e, consequentemente, no edema celular e tecidual (LEKER e SHOHAMI, 2002).
Estas alteracdes podem levar a lise celular por osmose, uma das principais
caracteristicas da morte celular por necrose em situacfes de excitotoxicidade
(DIRNAGL, IADECOLA e MOSKOWITZ, 1999; MERGENTHALER, DIRNAGL e
MEISEL, 2004; DOYLE et al., 2008).

Este processo de excitotoxicidade seria o principal mecanismo responsavel pela
reducdo na concentracdo de corpos celulares que observamos no grupo exposto ao
MeHg durante a analise tecidual por imunomarcacdo para o anticorpo NeuN, um
marcador de neurdnios maduros, onde quantificamos um namero significativamente

menor de corpos celulares no grupo exposto ao MeHg em relagéo ao grupo controle.
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Essa perda celular estaria intimamente relacionada com o prejuizo motor relatado neste
estudo.

Anormalidades no desempenho motor consequentes a exposicdo ao MeHg séo
reportadas na literatura (ATCHISON e HARE, 1994; DOREA, 2015; FARINA,
ASCHNER e ROCHA, 2011a e b; FARINA, ASCHNER e ROCHA, 2012). O déficit
motor promovido pela exposi¢cdo ao mercUrio é apontado na literatura ndo como uma
alteracdo na morfologia muscular, mas como uma sequela clinica das alteragdes
neuronais sofridas (DEBES et al. 2006). Estes efeitos ocorrem de forma dose
dependente, ou seja, quanto maior a dose e/ou o periodo de exposi¢ao, maior o prejuizo,
acarretando reducdo da velocidade motora, atencdo e da linguagem, como consequéncia
do consumo de MeHg (DEBES et al.,, 2006; HUANG et al., 2008; HUANG et al.,
2011). No entanto, nosso estudo provou gue mesmo uma exposicdo crbnica a baixas
concentracdes de MeHg é capaz de promover um prejuizo motor em testes tanto de
atividade locomotora esponténea e forcada (campo aberto e rotarod, respectivamente).
Isto se deve provavelmente a sua capacidade de se bioacumular nos organismos
intensificando seus efeitos citotoxicos (UNEP 2011). Estas alteracGes incluem o déficit
na atividade locomotora e equilibrio e tém sido apontadas como parametros importantes
para a deteccdo de alteracdes funcionais consequentes a neurotoxicidade induzida pela
acdo do MeHg (HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2011).
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6. CONCLUSAO

Este estudo provou que a exposicdo crénica a baixas concentragdes do MeHg
(0,04 mg/kg) proposta é capaz de capaz de promover dep0sitos no cortex motor
de ratos adultos;

Estes depdsitos seriam responsaveis pelo comprometimento funcionais
observados no que se refere a capacidade motora destes animais, mesmo esta
exposicao tendo ocorrido apds a maturagdo completa do SNC;

O déficit funcional seria decorrente de um desequilibrio na homeostase
promovendo 0 aumento na concentracdo das ROS

O actimulo de ROS seria consequente de um desequilibrio do sistema
antioxidante intracelular, como observado, onde demonstramos que a exposi¢cdo
crénica a baixas concentracdes de MeHg reduziu a capacidade antioxidante total
e elevou os fatores pro-oxidativos (NO e LPO);

O desequilibrio no balance oxidativo teria como consequéncia 0 prejuizo
funcional sofrido pelos astrocitos, um importante componente da BHE e
responsavel pela receptacdo de neurotransmissores do meio extracelular;

Esta ndo recaptacdo dos neurotransmissores desencadearia um evento
denominado excitotoxicidade pelo acimulo de neurotransmissores excitatorio na
fenda sinaptica;

Estes eventos seriam responsaveis pela reducdo populacional astrocitaria e
neuronal no cdrtex motor de ratos adultos e consequentemente do déficit

funcional sofrido.
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ANEXO 11

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE CONTRA RADICAIS PEROXIL
(ACAP)

» Informacéo geral:

v As espécies reativas de oxigénio (ERO) serdo detectadas pela reacdo com o
diacetato de 2’, 7’diclorofluresceina (H.DCF-DA, Molecular Probes), essa
reagdo produzird um fluorocromo que seré detectado utilizando comprimentos
de ondas de 488 e 525 nm para excitagdo e emiss&o.

v’ As leituras serdo realizadas em fluorimetro com leitura de microplacas (Victor 2,

Perkin Elmer).

» Reagentes:
v' Tampao Tris;
v" Kit de Proteinas Biureto;
v Agua de MilliQ;
v/ Tampao de Reac&o:
1. 0,3575g de HEPES (30mM);
2. 0,7455g de KCI (200mM);
3. 0,0102g de MgCI2 (1ImM).
4. Dissolver em 50 mL de H20 Milli-Q e ajustar o pH em 7,20.
v Solucdo de H2DCF-DA (Fotossensivel)
1. Pesar 0,5mg de H2DCF-DA (16mM) dentro do eppendorf com as
luzes apagadas e envolver em papel aluminio;
2. Adicionar 4,275 ml de etanol 100%;
3. Colocar o alcool no ependorf e agitar em vortex por 1 min.
v Solucdo de ABAP 4mM:
1. Pesar 0,00271g de ABAP (2,2’ —azobis (2 metilpropionamidina)
dihidrocloreto) em eppendorf;

2. Adicionar 2,5mL de agua Milli-Q e agitar em vortex por 1 min.
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Material e Equipamentos:

Micropipetas em todas as graduagdes;
Ponteiras em todas as graduacoes;

Micro Placa Transparente (Para Proteinas);
Micro Placa Branca/Opaca (Para ACAP);
Eppendorfs 1,5 mL e 0,5 mL;

Recipiente para gelo.

< N X X X XNV

» Preparo do extrato de tecidos

= Usar tamp&o de homogeneizagdo Tris-HCI (20mM; pH 7,4; 4°C) na proporgao
adequada para o tipo de tecido;

= Realizar a desagregacgéo sbnica (concentracao aproximada de 1 g/mL).

Centrifugar e armazenar o sobrenadante em -80°C até o processamento.

Determinacéo da concentracdo de proteinas (Kit de Biureto)

6.1. Colocar 700 pL de biureto em todos os eppendorfs;

6.2. Colocar 15 pL de tampéo de homogeneizagdo da GCL (s6 no branco);
6.3. Colocar 15 pL de padrdo de proteinas - BSA (s6 no padréo);

6.4. Colocar 15 pL de amostra nos eppendorfs das amostras;

6.5. Colocar 1 gota de NaOH em todos os eppendorfs;

6.5. Colocar 350 pL de cada eppendorf nas pocas correspondentes.

N N N SR NN %

Fazer a leitura da placa transparente.

» Padronizacédo do ACAP:
Deve ser feita com amostras controles para as diluicbes de 0,5, 0,75 e 1 mg de

proteina/ml, com o mesmo tampé&o usado para a homogeneizagéo.

» Montagem da microplaca (Placa Branca/Opaca)

S6 deve ser iniciada apos o aparelho alcancar 37°C.
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PLACA SEM ABAP
Colocar em todas as pogas (pocas de branco e de amostra) 127,5 pL do tampéao
de reacao;
Colocar 10 pL de tampéo de homogeneizacédo nas pocas de branco;
Colocar 10 pL de amostra ja diluidas nas pogas de amostra;
Colocar 7,5 pL de H20 milliQ em todas as pocas (branco e de amostra);
Colocar a microplaca para ler no fluorimetro com leitor de microplaca (Victor 2
Parkin Elmer);
Apos a leitura, anota-se o cddigo do background;
Tirar a placa do fluorimetro para adicionar 10pL de H.DCF em todas as pocas
(em ambiente escuro);

Deixar o aparelho ler durante 60 minutos.

PLACA COM ABAP

Colocar em todas as pocas (pogas de branco e de amostra) 127,5 uL do tampéao de

reacao;

Colocar 10 pL de tampao de homogeneizacéo nas pocas de branco;

Colocar 10 pL de amostra nas pogas de amostra;

Colocar 7,5 pL. de ABAP em todas as pocas (branco e de amostra);

Colocar a microplaca para ler no fluorimetro com leitor de microplaca (Victor 2

Parkin Elmer);

Apos a leitura, anota-se o cddigo do background;

Tirar a placa do fluorimetro para adicionar 10puL de H>DCF em todas as pocas (em

ambiente escuro);

Deixar o aparelho ler durante 60 minutos.
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ANEXO 11

DOSAGEM DE PROTEINA (Método de Bradford)

> Reagentes:
v" Corante de Ensaio:

1. Dissolver 100 mg de Coomassie blue G-250 em 50 mL de Etanol ou
metanol (95%), preferencialmente filtrar a solucdo apds o preparo;

2. Adicionar 100 mL de Acido fosforico (85% V/v);
Diluir até 1 L com agua destilada;

4. A solugdo deve ser Verde escuro/Marrom claro, ter pH de 1,1 e estavel

em recipiente escuro a 4°C (Semanas).

v BSA (2mg/mL)

1. Dissolver 2 mg de Bovine Serum Albumine (BSA) em 1000 puL de agua
destilada;

2. Fazer aliquotas da solucgéo e estocar a 4°C.

» Materiais e Equipamentos:

v" Microplaca.
v Pipetador

v" Espectofotdmetro

» Curva Padrao:

Tubos BSA [2 mg/mL] A%ﬂaTzfzg;da [BSA] pg/mL
P4 40 pL do estoque 20 pL 1500
P3 30 pL do P4 30 pL 750
P2 30 pL do P3 30 pL 375
P1 opL 30 pL 0
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> Ensaio:

v

Aclimatar o corante de ensaio a temperatura ambiente, misturar por inversao
antes do uso;

Pipetar 5uL dos Padrdoes de BSA e Amostras nos pogos da microplaca (96
pocos), em triplicata;

Adicionar 250 pL do corante de ensaio dentro de cada pogo contendo padréo ou
amostra;

Encubar em temperatura ambiente por até 5 minutos (N&o ultrapassar 1 hora);
Preparar o espectrofotometro para 0 comprimento de onda A =~ 568 nm, e

quantificar as absorbancias.
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ANEXO IV

ANALISE DOS NIVEIS DE NITRITO (Método de Griess)

> Reagentes:

v Solugdo de Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 (P.M.: 121,14 g/mol; Férmula: C4sH1:NO3)

1. Dissolver o Tris em 80% do volume pretendido com Agua destilada;
2. Ajustar o pH para 7,4 (Usar somente HCI 35%);
3. Adicionar agua destilada até atingir o volume final pretendido;

4, Conservar a 4°C.
v" NEDA = Naftietileno 0,1%, 50 mL (P.M.:259,17 g/mol; Formula: C12H14Ny):

1. Pesar 0,05 g de Naftietileno;
2. Adicionar 40 mL de aguar destilada até atingir o volume e completar até

atingir 50 mL.
v" SULFA = Sulfanilamida 1%, 50 mL (P.M.: 172,2g/mol; Férmula: C¢HgN20,S):

1. Pesar 0,5 g de Sulfanilamida;
2. Adicionar 40 mL de Acido Fosforico 5% e completar até 50 mL.

v" Solucédo Estoque de Nitrito 0,1 mM, 10 mL (P.M.: 69 g/mol; Férmula: NO2.):
1. Pesar 69 mg de Nitrito de Sadio;
2. Adicionar 10 mL de agua destilada.

» Materiais e Equipamentos:
v" Microplaca.

v’ Pipetador
v" Espectofotdmetro

v’ Centrifuga



> Curva Padrao:

Tubos NO [100uM] A%lda%:;g;da [NO] uM
P5 20pL 80 pL 20
P4 15pL 85 pL 15
P3 10pL 90 pL 10
P2 5uL 95 pL 5
P1 OpL 100 pL 0
» Ensaio:
v" Centrifugar a 14000 rpm por 10 min;

v
v

<

Retirar o sobrenadante para o ensaio.
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Preparar eppendorfs, devidamente identificados de acordo com as amostras ou

curva padréo;

Adicionar 50 uL de NEDA nos pocos da microplaca;

Adicionar 50 puL de SULFA nos pocos da microplaca;

Adicionar 100 pL das amostras (Sobrenadante) ou padrdo nos pog¢os com o

reagente de Griess;
Aguardar tempo de incubacao de 20 min em temperatura ambiente;

Proceder a leitura no espectrofotdmetro em comprimento de onda A = 550 nm.
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ANEXO V

ANALISE DOS NIVEIS DE PEROXIDACAO LIPIDICA (Método
NMFI)

> Reagentes:

v Solugdo de Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 (P.M.: 121,14 g/mol; Formula: C4H11NO3):

1. Dissolver o Tris em 80% do volume pretendido com Agua destilada;

2. Ajustar o pH para 7,4 (Usar somente HCI 35%);

3. Adicionar agua destilada até atingir o volume final pretendido;

4. Conservar a 4°C.
v Solucédo de N-Metil-2-Fenilindol (Sigma) 10,3 mM (P.M.: 207,27 g/mol; Férmula:
CisH13N):

1. Estoque: Dissolver a 0,0854 g de NMFI em 40 mL de Acetonitrila;
2. Ensaio: Diluir a solucdo de NMFI 10,3 mM em metanol (1:3 = Y4).
v Acido Metanosulfonico P.A

» Materiais e Equipamentos:

v" Microplaca
v Pipetador
v" Espectofotdmetro

v’ Centrifuga

» Curva Padrao:

Tubos MDA [200 gmol/mL] A%ﬂaTzfsgg‘(‘)da [MDA] nmol/mL
P5 80 pL do estoque 120 pL 80
P4 100uL do P5 100 pL 40
P3 100 L do P4 100 pL 20
P2 100 L do P3 100 L 10
P1 opL 100 pL 0




66

> Ensaio:

<

Centrifugar a 5600 rpm (2700g) por 10 min;

Retirar o sobrenadante para o ensaio;

Preparar eppendorfs, devidamente identificados de acordo com as amostras
Ou curva padrao;

Adicionar aos eppendorfs 325 pL de NMFI e 75 pL do Ac.
Metanossulfonico;

Adicionar 100 pL das amostras (sobrenadante) ou padrao;

Aquecer em banho maria 45°C por 40 min;

Proceder a leitura no espectrofotometro em comprimento de onda A = 586

nm.



