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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do extrato aquoso de Coriandrum sativum
(EACS) na progénie de ratas expostas ao metilmercdrio (MeHg). A presenca de compostos
bioativos e a capacidade antioxidante da EACS foram avaliadas. Foram avaliados os niveis
totais de mercdrio no pelo da progénie, parametros comportamentais motores e estresse
oxidativo no cerebelo. A analise dos compostos bioativos revelou quantidades significativas de
polifendis, flavondides e antocianinas, além de uma variedade de minerais. Um teste DPPH
mostrou que a EACS tinha importante atividade antioxidante. O grupo MeHg + EACS
apresentou atividade locomotora espontanea significativamente melhor, forca de preensao
palmar, equilibrio e coordenacdo motora nos testes comportamentais comparados ao grupo
MeHg, bem como nos parametros do estresse oxidativo, com resultados semelhantes aos do
grupo controle. O grupo MeHg + EACS também reduziu significativamente os niveis de
mercurio em comparacdo ao grupo MeHg. Com base nos testes comportamentais, que
detectaram grandes melhorias locomotoras, de equilibrio e de coordenacdo, alem de uma
reducdo no estresse oxidativo, concluimos que a EACS apresentou resultados funcionais
positivos na progénie de ratos expostos ao MeHg.

Keywords: Coentro, metilmercirio, progénie, pardmetros comportamentais e estresse
oxidativo.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the efects of Coriandrum sativum aqueous extract (EACS) on
the rat progeny of mothers exposed to methylmercury (MeHg). The presence of bioactive
compounds and EACS's antioxidant capacity been evaluated, and the spring were assessed for
their total mercury levels, motor behavioral parameters and oxidative stress in the cerebellum.
The analysis of the bioactive compounds revealed significant amounts of polyphenols,
flavonoids, and anthocyanins, as well as a variety of minerals. A DPPH test showed the EACS
had important antioxidant activity. The MeHg + EACS group performed significantly better
spontaneous locomotor activity, palmar grip strength, balance, and motor coordination in
behavioral tests compared the MeHg group, as well as in the parameters of oxidative stress,
with similar results to those of the control group. The MeHg + EACS group alsohad
significantly reduced mercury levels in comparison to the MeHg group. Based on the behavioral
tests, which detected large locomotor, balance, and coordination improvements, as well as a
reduction in oxidative stress, we conclude that EACS had positive functional results in the
spring of rats exposed to MeHg.

Keywords: Coriandrum sativum, methylmercury (MeHg), progeny, behavioral parameters and
oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O mercurio € um metal pesado extremamente toxico amplamente distribuido no meio
ambiente, e em sua forma organica de metilmercirio (MeHg), que é capaz de sofrer
biomagnificacdo (Coelho et al., 2013; Unsal, 2018). A exposi¢cdo humana ao MeHg ocorre
principalmente pela ingestdo de peixes contaminados, e cerca de 95% do MeHg ingerido é
prontamente absorvida no trato gastrointestinal e se agrega a complexos proteicos com alta
mobilidade através dos tecidos corporais e barreiras como placentarias e hematoencefalicas
(Buchanan et al., 2015; Liu et al., 2018).

O MeHg se acumula principalmente no sistema nervoso central (SNC) e a toxicidade
induzida por ele contribui para alteracdes epigenéticas que modificam a expressao de enzimas
associadas ao sistema de defesa antioxidante (Onishchenko et al., 2008; Usuki et al., 2011; Go
et al., 2018), que pode ser um dos fatores que desencadeiam o estresse oxidativo (Al-Osaimi et
al., 2018; Dos Santos et al., 2018; Fujimura and Usuki, 2018).

A exposicdo materna ao MeHg afeta diretamente a crianca, gerando alteracbes mais
graves na mesma, devido estar nos estagios iniciais de desenvolvimento neural e apresentar
uma barreira hematoencefalica imatura, o que leva a disfuncdes neuroldgicas e distarbios
motores graves (Tavares et al., 2005; Fujimura et al., 2012; Zimmermann et al., 2014; Ola-
Mudathir and Suru, 2015; Kopec et al., 2016; Mzid et al., 2017; Yamamoto et al., 2019).

Extratos de plantas tém sido extensivamente investigados como alternativa de
tratamento, produzindo resultados positivos em modelos in vivo e in vitro de intoxicacédo por
MeHg (Olaleye et al., 2010; Akhter et al., 2013; Kujawska et al., 2016; Nazima et al., 2016;

Dewanjee et al., 2017).

O Coriandrum sativum L. (coentro) apresenta inumeras atividades bioldgicas ( Aissaoui

et al., 2008; Jabeen et al., 2009; Aissaoui et al., 2011; Bogavac et al., 2015; Kazempor et al.,
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2015; Hosseinzadeh et al., 2016; Paarakh et al., 2016; Abdel-Salam et al., 2018) e atividade
antioxidante em modelos in vitro e in vivo (Chithra & Leelamma, 1999; Wangensteen et al.,
2004; Sreelatha and Inbavalli, 2012; Harsha and Anilakumar, 2014; Hwang et al., 2014;
Anaeigoudari et al., 2016; Kozlowska et al., 2016; Pellegrini et al., 2018); a qual pode estar
associada a composi¢do quimica do coentro, que apresenta altos niveis de compostos fenoélicos
totais e flavonoides, substancias que atuam como antioxidantes (Justesen & Knuthsen, 2001;

Melo et al., 2003; Melo et al., 2005; Pereira and Tavano, 2014).

Um estudo prévio demostrou a capacidade do C. sativum em remover mercurio
inorganico e organico de raizes de plantas (Karunasagar et al., 2005) e diversos outros
demonstraram sua atividade antioxidante (Melo et al., 2005; Pereira and Tavano, 2014). Devido
essas propriedades do coentro, 0 presente estudo hipotetiza que o Extrato Aquoso de
Coriandrum Sativum (EACS) é capaz de reduzir os niveis de MeHg e consequentemente
minimizar a toxicidade induzida pelo MeHg, reduzindo desta forma, o estresse oxidativo e 0s
danos motores. Portanto, este estudo terd como objetivo avaliar os efeitos do Extrato Aquoso
de C. Sativum (EACS) sobre o dano oxidativo e 0s parametros comportamentais e motores da

prole de ratos ap0s exposicdo materna ao MeHg.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. CONSIDERACOES GERAIS

O mercurio encontra-se de forma ubiqua na natureza, tanto em ambientes aquaticos,
como terrestres e mesmo na atmosfera. As fontes naturais emissoras de mercirio mais
significativas sdo: degaseificacdo da crosta terrestre, minas de mercurio, onde o mercurio pode
estar associado a varios elementos, dentre os quais destaca-se o enxofre, que associado forma
0 minério cindbrio (HgS); de erupg¢des vulcanicas, bem como, da evaporacao natural da agua
(Garrett, 2000; Pirrone et al., 2010; Rutkowska et al., 2019).

As fontes antropogénicas de emissdo do mercurio s&o multiplas e variadas, dentre as
quais pode-se destacar: extragdo do minério cinabrio para obtencdo do mercdrio, na inddstria
quimica, com a queima de combustiveis fosseis, na producéo de eletroeletrénicos, como pilhas
e baterias; bem como na amalgamacéo do mercdrio utilizada na odontologia e na extracdo do
ouro em garimpos (Pacyna et al., 2010; Soares et al., 2018; Kahhat et al., 2019).

O mercdrio € um metal pesado, cujo simbolo Hg deriva do latim hydrargyrum, que
significa prata liquida, na tabela periddica, pertence aos metais de transicdo situado na familia
Il B, nas condi¢Bes normais de temperatura e pressdo, apresenta coloracao prateada e estado
fisico liquido. Desde a Grécia Antiga o mercurio é manipulado e utilizado para varios fins,
medicinais e industriais (Tangahu et al., 2011).

As espécies de mercurio podem existir em trés estados de oxidacao sendo desta forma
reunida em trés grupos principais: o mercurio elementar (Hg®), as espécies inorganicas (Hg2%*,
Hg?") e as espécies organicas (MeHg) (Kim & Zoh, 2012).

O mercurio elementar (Hg®), o qual se encontra primordialmente na forma de gas
guimicamente estavel, pode permanecer no ambiente sem alteracdes por aproximadamente um
ano. Dentre os compostos inorganicos de mercurio destacam-se o 6xido de mercurio e 0s sais

de mercurio, que podem ser mercurosos e mercuricos. Quando o mercdrio se combina com 0



21

carbono, os compostos formados sdo chamados de organicos ou organomercuriais. Existem
diversos compostos organomercuriais, porém, o metilmercdrio desperta um grande interesse na
comunidade cientifica devido sua capacidade de bioacumulacéo e alta toxicidade (Boudou and
Ribeyre, 1997; Bisi et al., 2012; Coelho et al., 2013; Unsal, 2018).

A forma mais tdxica do mercurio encontrada € o metilmercurio, que é um produto da
metilacdo do mercurio elementar por bactérias presentes no ar, no solo e na agua; sendo a forma

que predomina no meio ambiente (Holm & Cox, 1975; Gilmour et al., 2013; Parks et al., 2013).

2.2. 0 CICLO DO MERCURIO E O MECANISMOS DE METILA(;AO

O entendimento sobre a dindmica do mercurio no ambiente faz-se necessario, a fim de
compreender seu potencial impacto sobre os seres vivos. O ciclo do mercurio é caracterizado
pelas varias rotas que este composto pode seguir no ambiente, sua liberacdo do solo e da agua
para atmosfera e da mesma para o solo e dgua (Selin, 2014).

O solo possui uma elevada capacidade de reter e armazenar mercdrio, devido a interacao
do mercurio com o carbono presente no mesmo. Podendo permanecer ativo para metilacéo, por
um periodo superior a 100 anos, mesmo apos a fonte geradora ser eliminada. O mercurio em
contato com o solo ou sedimento pode sofrer sor¢éo, em seguida passar por metilacao, o ciclo
se completa pelas rotas de conversdo em formas volateis, precipitacdo e bioacumulacdo na
cadeia alimentar (Maclein, 1974; Li et al., 2017;).

Na atmosfera o mercurio é encontrado na forma metalica, inorgénica e organica. O
mercurio na sua forma elementar pode ser oxidado por oxidantes atmosféricos para mercurio
inorganico, e em seguida se complexar com outros ions como o cloreto, formando o cloreto de
mercurio (HgClz), que posteriormente se depositara na agua e no solo, que poderd sofrer

metilacdo ou se volatilizar e retornar para atmosfera (Zhang et al., 2019).



22

Em ambientes aquéticos, sob determinadas condi¢des fisico-quimicas e pela acdo de
microrganismos, 0 mercurio inorganico pode se ligar a grupos organicos, transformando-se em
compostos organomercuriais (O'Connor et al., 2019; Zhang et al., 2019).

O processo de metilacdo do mercurio elementar pode ocorrer de duas formas, aerébia e
anaerobias. No qual, microrganismos (bactérias e fungos) interagem com a metilcobalamina,
também conhecida como vitamina B12, esse composto é capaz de transferir o grupamento
metila para o mercurio, que ira gerar o metilmercurio. A taxa de sintese do MeHg leva em conta

a composicdo da espécie e a atividade dos microrganismos (Bisogni & Lawrence, 1975).

2.3. CASOS DE CONTAMINAQAO PELO MERCURIO E METILMERCURIO

O uso indiscriminado do mercurio € um exemplo da acdo humana sobre os ciclos
naturais. O primeiro desastre ambiental com repercussao mundial ocorreu no Japdo, na Baia de
Minamata (1953/1960). Uma industria quimica que produzia fertilizantes, despejava
constantemente o MeHg, um subproduto de sua producéo, na Baia de Minamata, contaminando
o fitoplancton e o zooplancton (Akito et al., 2014).

Anos depois, foi constatado o desenvolvimento de uma sindrome que ficou conhecida
como “Doenga de Minamata”, na qual os individuos apresentaram alteracdes neuroldgicas
graves, com varios 6bitos, os que sobreviveram ficaram permanentemente incapacitados. Nao
foi possivel precisar o numero exato de individuos contaminados pelos dejetos, todavia, 0
desastre ambiental acabou evidenciando o risco que o despejo indiscriminado de residuos do
mercurio pode ocasionar (Budnik & Casteleyn, 2019).

Um outro acidente ocorreu no Iraque, no inicio da década de 70 (1971/1972), pelo uso
de compostos organomercuriais (MeHg) na agricultura, utilizado como fungicida para o

tratamento de sementes. O periodo de aparecimento de sintomas na populacdo intoxicada, de
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aproximadamente dois meses, contribuiu para grande numero de individuos intoxicados,
aproximadamente 6530 casos, com mais de 450 mortes (Greenwood, 1985).

No Brasil na década de 70, no litoral de Sdo Paulo, quantidades elevadas de residuos
quimicos do polo industrial de Cubatdo foram despejados na Baia de Sdo Vicente. Um estudo
avaliando o nivel de mercdrio presente na agua e em peixes, demonstrou niveis de mercurio
acima dos permitidos pela legislacdo Brasileira para o consumo humano, tanto da gua como
do pescado na Baia de Séo Vicente (Hortellani et al., 2005; Perina et al., 2018).

Em um outro estudo realizado em Recife no periodo de 1993 e 1994, ao longo do canal
de Santa Cruz, foi constatada a presenca de quantidades elevadas de mercurio na agua, dois
anos apos uma industria local ter lancado grande quantidade de residuos de mercurio
proveniente de sua producdo no rio Botafogo, um afluente que desemboca no canal de Santa
Cruz, dessa forma, demonstrando a capacidade desse metal em permanecer no ambiente varios
anos, sendo fonte de contaminacéo (Lima et al., 2009; Meyer & Medeiros, 2017).

Na regido Amazonica, a partir da década de 80, com a descoberta de ouro na regido de
Serra Pelada, como ficou conhecida, milhares de pessoas se lancaram na atividade artesanal de
garimpo, utilizando o mercdrio como amalgama (Au-Hg) para extracdo e obtencdo do ouro
(Malm, 1998; Hacon et al., 2008).

O mercdrio metalico utilizado para extracdo do ouro, foi entdo lancado na natureza na
forma de mercurio inorgéanico nas fases liquidas e de vapor, as quais tanto na atmosfera, como
no ambiente aquatico, ficaram sujeitas a organificacéo, ficando dessa forma dispostas para sua
bioacumulacdo no meio ambiente (Nevado et al., 2010). Como o mercurio tende a permanecer
no ambiente por um longo periodo, o legado de contaminacdo deixado pela atividade de
garimpo que foi significativa até a década de 90, se reflete até os dias de hoje (Pinheiro et al.,

2012).
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Trabalhos que medem o grau de intoxicagdo da populacéo ribeirinha na regido do Rio
Tapajos, através de amostras de cabelos, demostraram uma concentragcdo de mercurio que
variou de 5,3 a 71,2 pg/g nesses individuos, muito superior a recomenda pela Organizagéo
mundial Satde (OMS), fato que pode estar associado a dieta da populacdo da regido que € a
base de peixe (Pinheiro et al., 2012).

Um grande nimero de estudos tem demonstrado um elevado grau de intoxicacdo dos
peixes da Amaz0nia, principalmente os carnivoros. O nivel de intoxicacdo tende a aumentar ao
longo da cadeia trofica, pois o ser humano esta no topo da cadeia alimentar, seu grau de

intoxicacdo segue a mesma logica (Castilhos et al., 2015).

2.4. A TOXICIDADE DO METILMERCURIO

A principal forma de exposi¢cdo humana ao MeHg ocorre a partir da dieta, através do
consumo de peixes, frutos do mar e seus derivados, 0 MeHg ingerido no alimento € absorvido
pelo trato gastrointestinal, que formara um complexo proteico, com uma grande mobilidade
através dos tecidos (Pinheiro et al., 2000; McDowell et al., 2004; Buchanan et al., 2015; Vieira
etal., 2015; Liu et al., 2018).

Em humanos a distribuicdo do MeHg nos tecidos ap6s intoxicacdo aguda leva cerca de
30 horas, com meia via de aproximadamente 40-50 dias. O MeHg encontra-se complexado
principalmente a grupamentos tidis, no SNC se complexa a L-cisteina, por volta de 6 dias apds
a contaminacdo com MeHg, os niveis de intoxicacdo no encéfalo estdo na ordem de 6% da dose
ingerida. O restante se distribui pelos varios 6rgdos como: figado, rins e pulmdes; facilitado
pela lipossolubilidade dos compostos organomercuriais (Pinheiro et al., 2000; McDowell et al.,
2004; Buchanan et al., 2015; Vieira et al., 2015; Liu et al., 2018).

Dentre os sinais e sintomas provenientes da intoxicagdo aguda em humanos pelo MeHg

destacam-se: cefaleia, dispneia, nauseas e vomitos, incoordenagdo motora, parestesia, ataxia,
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tremor muscular, surdez, constricdo do campo visual, escotomas, vertigens, entorpecimento,
coma e morte (Elhassani, 1982).

Os sinais e sintomas apresentados pela intoxicagao cronica em humanos pelo MeHg séo:
irritabilidade, ansiedade, depresséo, distdrbios de coordenacdo e equilibrio, disartria, parestesia,
fraqueza muscular, neurestenia, perda da memoria e da capacidade de aprendizado, bem como,
alteracOes na pressdo sanguinea e aumento do risco para doencas cardiovasculares (Elhassani,
1982).

Um dos principais alvos do MeHg é o SNC, principalmente no periodo de vida fetal e
neonatal por atravessarem facilmente a barreira hematoencefalica. Devido a essa propriedade,
a toxicocinetica e toxicodinamica do MeHg sdo diferentes no cérebro adulto e durante o seu
desenvolvimento. A razéo € que o MeHg apresenta maior acimulo no cérebro do feto, quando
comparado a progenitora (Mancini et al., 2009; Cheng et al., 2015; Ruszkiewicz et al., 2016;
Heimfarth et al., 2018).

O MeHg atravessa a barreira placentaria e também é excretado no leite, resultando na
intoxicacdo durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Constatou-se que certas regides do
encéfalo sdo mais suscetiveis aos efeitos da intoxicacdo pelo MeHg, o cortex cerebral e a
camada granulosa do cerebelo (Murcia et al., 2016; Sakamoto et al., 2017; Ballester et al.,
2018).

Os principais sinais apresentados por infantes humanos, apds intoxicacdo mercurial
durante o periodo de gestacdo e lactacdo sdo: cegueira, ataxia, retardo mental,
comprometimento neuromotor; e em casos de altos niveis de exposi¢cdo, morte (Ruggieri et al.,
2017).

Os efeitos do MeHg sobre 0 SNC podem ser vinculados a alteracdes nos niveis de calcio
intracelular, interferéncia na homeostase do glutamato, inibi¢do dos receptores do acido gama-

aminobutirico (GABA), alteragdes na fungdo dos microtibulos nos neurdnios, na funcéo
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mitocondrial com diminui¢do nos niveis de ATP, inibicdo de sintese proteica e alteracdo no
estado redox, com formagdo em excesso de radicais livres, que irdo provocar peroxidagdo
lipidica (Xu et al., 2012; Deng et al., 2014; Feng et al., 2014; Shao et al., 2015; Liu et al., 2016;
Shen et al., 2016; Gutierrez et al., 2018).

Os principais efeitos do MeHg na célula estdo relacionados a desnaturacéo de proteinas,
inativacdo de enzimas, danos ao DNA e a membrana de organelas citoplasmaticas, bem como
a membrana celular, apoptose e necrose (Onishchenko et al., 2008; Usuki et al., 2011; Go et al.,
2018).

Assim como em humanos, em modelos animais verificou-se uma alta afinidade do
MeHg pelo SNC. Um dos mecanismos envolvidos na neurotoxicidade do MeHg é a
desregulacéo no balancgo de radicais livres, com consequente geracdo de estresse oxidativo (Al-

Osaimi et al., 2018; Dos Santos et al., 2018; Fujimura and Usuki, 2018).

2.5. ESTRESSE OXIDATIVO E METILMERCURIO

O processo natural de oxidacdo com consequente formacdo de radicais livres é
fundamental em nosso metabolismo, esta envolvido na producéo de energia, regulacdo do
crescimento celular, sinalizagéo intracelular, neurotransmissao, regulacdo da presséo arterial,
relaxamento da musculatura lisa e no mecanismo de defesa contra patdgenos (Gebicki, 2016).
Todavia, alguns eventos podem modificar a quantidade desses radicais, ou seja, pelo aumento
de sua producdo, ou mesmo, por uma diminuicdo do seu sistema de defesa (turnover) que
ajudam a manter o balango dos mesmos (Singh et al., 2019).

O termo radical livre refere-se a uma molécula que apresenta em sua Gltima camada um
elétron livre, que € altamente reativo. Todavia, existem moléculas derivadas da oxirreducéo do
oxigénio e do nitrogénio que ndo apresentam elétrons desemparelhados, porém sdo altamente

reativas, como é o caso do peroxido de hidrogénio e o oxigénio singleto. Desta forma,
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convencionou-se denominar a todos como espécies reativas, as quais podem ser espécies
reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Gebicki, 2016; Singh et
al., 2019).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema prd e antioxidante,
provocando alteragfes no estado redox da célula, ocasionando danos a mesma. A intensidade
do desequilibrio vai depender da concentracdo dos fatores pré-oxidantes e da quantidade e
producéo de fatores antioxidantes (Leal et al., 2011).

Define-se uma substancia como antioxidante, quando a mesma esta presente em baixas
concentragdes em comparacao ao substrato oxidavel, mesmo assim ele € capaz de minimizar a
oxidacdo do substrato. As defesas antioxidantes incluem moléculas endogenas e exdgenas
(Gebicka & Krych-Madej, 2019).

As defesas antioxidantes enddgenas se dividem em enzimaticas e ndo enzimaticas. A
primeira compreende as enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD). Ja a segunda inclui a glutationa, metalotioneina e polifenois (Leal et al.,
2011).

Os antioxidantes exdgenos abrangem aqueles obtidos a partir da dieta, tais como: -
caroteno (provitamina A), acido ascorbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E), dentre
outros. Existem também, elementos que sdo antioxidantes, pois sdo cofatores de enzimas
antioxidantes como o Cu, Zn e Mn e Se (el-Sewedy et al., 1974; Sharma et al., 2010; Adebayo
et al., 2016; Sommer et al., 2018).

A membrana celular € uma das estruturas mais afetadas pela acdo das espécies reativas,
em decorréncia da peroxidacdo lipidica, a qual acarreta alteracbes na estrutura e
permeabilidade, desencadeando eventos que culminam com a morte celular (Shao et al., 2015;

Shen et al., 2016). Diversos estudos tém demonstrado a relacdo do MeHg com a formacgéo do
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estresse oxidativo e sua repercussdo sobre o organismo (Al-Osaimi et al., 2018; Dos Santos et

al., 2018; Fujimura & Usuki, 2018).

2.6. AGENTES TERAPEUTICOS UTILIZADOS NA INTOXICAC}AO POR METAIS

Na toxicidade induzida pelo mercurio as defesas antioxidantes muitas vezes ndo sdo
capazes de frear os efeitos deletérios provenientes da desregulacdo do potencial redox da célula.
Desta forma, torna-se necessario 0 uso de agentes quelantes adequados, que possibilitem a
eliminacdo do metal do organismo, estes compostos quimicos se ligam ao metal, formando
estruturas estaveis que podem ser excretadas do organismo via renal (Aaseth et al., 2015).

Quelantes sdo moléculas que se ligam covalentemente com ions metalicos, formando
um complexo com estrutura em forma de anel. O nimero de liga¢es depende do tamanho do
metal, da interacdo eletronica e do tipo de agente que esteja sendo utilizado. Existem ligantes
monodentados (estabelece apenas uma ligagdo com o metal), bidentados (estabelecem ligacéo
de dois atomos do metal) e multidentados (ligacGes com mais de dois &tomos do ion metalico).
Quanto maior o numero de interacbes com o metal, maior sera a estabilidade do complexo
formado. Outro fator que se relaciona a estabilidade do complexo formado é a constante de
formacéo, associada principalmente a diferenca de entropia do metal com o agente quelante. O
tamanho do anel e o tamanho do ion metalico também influenciam na sua estabilidade (Blanusa
et al., 2005).

O primeiro agente quelante sintetizado foi o 2,3-dimercaptopropanol (BAL), utilizado
como antidoto para a intoxicacdo por um potente gas téxico, usado como arma quimica, o0 2-
clorovinildicloroarsina, vulgarmente conhecido como lewisite. Apds a segunda guerra mundial,
este quelante passou a ser utilizado no tratamento de intoxicagdes por chumbo, mercdrio, ouro,

arsenio e cobre (Blanusa et al., 2005).
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Posteriormente outros agentes quelantes comecaram a ser utilizados como antidoto: o
meso-2,3-dimercaptossuccinico (DMSA) e o 2,3-dimercaptopropano-1-sulfonato (DMPS), no
tratamento para intoxicacdo por metais bivalentes. Na década de 60, outro agente quelante, a
desferroxamina (DFO), passou a ser utilizado em pacientes com talassemia, por promover a
eliminacdo do ferro ( Blanusa et al., 2005; Bjorklund et al., 2017).

Os agentes quelantes disponiveis para o tratamento de intoxicagdo com metais pesados,
ndo apresentam uma efetividade na remogdo dos mesmos, pois apresentam uma baixa janela
terapéutica, com tratamento exclusivamente realizado via parenteral e muitas vezes
ocasionando a redistribuicdo do metal no organismo, ou mesmo a eliminacdo de um metal
essencial, bem como a incapacidade de se ligar ao metal a nivel intracelular. Podendo ainda
acarretar efeitos adversos, como nauseas e cefaleia, ocasionando muitas vezes hepatoxicidade
e nefrotoxicidade (Aaseth et al., 2015).

Desta forma, tém se buscado novas substancias que possuam atividade quelante e que
apresentem uma menor toxicidade, uma maior resisténcia a biotransformacdo e maior
capacidade de atingir alvos intracelulares, onde os metais costumam se bioacumular. Bem como
apresente atividade antioxidante, pois 0s danos oxidativos associados a citotoxicidade induzida
por metais sdo apontados como um dos responsaveis pelas desordens manifestadas pelo
individuo contaminado (Rahimzadeh et al., 2014).

Nas ultimas décadas é crescente 0 numero de estudos que investigam o potencial de
plantas no tratamento de diversas desordens, associada tanto a doencas crbnicas e
degenerativas, quanto em intoxicacGes por xenobidticos (Tavares et al., 2005; Fujimura et al.,
2012; Zimmermann et al., 2014; Ola-Mudathir and Suru, 2015; Kopec et al., 2016; Mzid et al.,
2017; Yamamoto et al., 2019). A avaliacdo do potencial antioxidantes de plantas vem sendo
largamente estudada, seja pela industria de cosméticos, bem como pela industria de alimentos,

buscando elementos que possam substituir compostos sintéticos utilizados como conservantes.
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Na pesquisa, para o tratamento de doengas agudas e cronicas, extratos de plantas tém sido
largamente utilizados, tanto em ensaios in vitro como em modelos in vivo (Olaleye et al., 2010;

Akhter et al., 2013; Kujawska et al., 2016; Nazima et al., 2016; Dewanjee et al., 2017).

Estudos vém demonstrando que as plantas, quer seja em sua totalidade ou através de
seus compostos isolados, apresentam propriedades protetoras contra os efeitos do estresse
oxidativo, tal resultado pode ser atribuido a presenca de compostos bioativos presentes nas
mesmas, provenientes do metabolismo secundario da planta, responsaveis pela defesa contra
patdgenos e de radiacdo ultravioleta (Bhat et al., 2014).

Tais compostos podem ser classificados em fenolicos, carotenoides, alcaloides,
nitrogenados e organosulfurados. Os trés maiores grupos de fenolicos encontrados usualmente
na dieta humana sdo: flavonoides, acidos fenolicos e polifendis. Tais substancias vém
recebendo atencdo da comunidade cientifica por sua capacidade antioxidante, quer seja pela
capacidade de interagir com espécies reativas, quer seja pela interacao direta com metais (Dai
et al., 2012; Rashid et al., 2014; Kozlowska et al., 2016).

Pesquisas realizadas nos dltimos anos vém demonstrando a importancia de uma erva
extensamente utilizada em nossa culinaria, o coentro (Coriandrum sativum), que pode
desempenhar um papel importante na protecdo de células contra o dano oxidativo, pois possuli
em sua composicdo compostos fenolicos e flavonoides, os quais contribuem para sua atividade
antioxidante (Justesen & Knuthsen, 2001; Melo et al., 2003; Melo et al., 2005; Pereira &

Tavano, 2014).

2.7. COENTRO (Coriandrum sativum L.)
Coriandrum sativum popularmente denominado coentro pertence a familia Umbelliferae,
originaria de regides da Europa e Asia, agrupa a subfamilia Apioideae, onde esta inserida a tribo

Coriandreae, relativamente pequena, que contém o género Coriandrum L., que abriga espécies
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de plantas cultivadas Coriandrum sativum e as espécies selvagens Coriandrum tordylium
(Diederichsen, 1996).

O coentro é uma erva anual, na floracdo, a planta pode atingir alturas entre 0,20 e 1,40m.
O caule é mais ou menos ereto, simpddico e ramificado, as vezes com varios ramos laterais no
no basal. Cada ramo termina com uma inflorescéncia. O caule da planta adulta é oco, e suas
partes basais podem atingir um didmetro de até 2 cm (MELO et al, 2005).

As folhas alternam, as primeiras frequentemente sdo reunidas em uma roseta. A forma da
lamina das folhas basais geralmente é dividida com trés l6bulos, enquanto as folhas dos nés que
seguem sdo de alto grau pinatifideo. Quanto mais alta as folhas estdo inseridas, mais pinadas
séo. Assim as folhas superiores so incisadas. As folhas inferiores sdo finas, enquanto o peciolo
das folhas superiores é reduzido a uma bainha pequena, quase amplexicaule. As folhas sdo
verdes ou verde-claras e sua parte inferior geralmente brilhante (Diederichsen, 1996).

Todas as partes da planta sdo comestiveis, porém, as folhas frescas e a semente sdo as
mais utilizadas na culinaria. No Brasil o consumo da folha fresca do coentro ocorre
predominantemente como condimento na culinéria, principalmente nas Regifes Norte e
Nordeste; as condi¢Bes climaticas de regides quentes favorecem o cultivo durante todo ano;
todavia 0 consumo dessa hortalica vem crescendo e se difundindo para as demais regides do
Pais (Melo et al., 2009).

Na medicina popular, as folhas e os frutos do coentro tém sido utilizados para o
tratamento de alteragBes gastrointestinais, antirreumatica, carminativas, analgésicas, anti-
inflamatdrias. A atividade bioldgica do coentro tém sido objeto de intensa investigacao, estudos
demostraram uma atividade hipoglicemiante, antimicrobiana, anti-hipertensiva analgésica,
sedativa, ansiolitica, relaxante, anti-inflamatorias, antipirético, anti-helmintico e diurética
(Aissaoui et al., 2008; Jabeen et al., 2009; Aissaoui et al., 2011; Bogavac et al., 2015; Kazempor

et al., 2015; Hosseinzadeh et al., 2016; Paarakh et al., 2016).
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Melo et al. (2003) que avaliou a atividade antioxidante de varios tipos de extratos
(aquoso, etanolico e etéreo), utilizando como matéria prima o coentro, verificou que o extrato
aquoso apresentou uma maior atividade antioxidante em relacéo as demais, achado importante,
pois, ndo utiliza solventes toxicos para a sua obtencdo, sendo uma fonte barata e segura de
tratamento.

O primeiro relato sobre o efeito do coentro na detoxificacdo de metais no organismo
ocorreu por um pesquisador que avaliava 0s niveis de mercurio presentes na populacao,
realizando também avaliac&o cotidiana em seus fluidos. Ele verificou que apés a ingesta de uma
grande quantidade de coentro presente em um alimento tipico do Vietind, houve reducdo dos
niveis de mercdrio associada a um aumento significativo de mercurio presente na urina. Desta
forma aumentou entdo o consumo de coentro para 3 ou 4 vezes por dia, ingerindo por volta de
5 a 10g a cada vez. Obtendo resultados promissores acerca dos niveis de mercurio excretados
na urina, realizado o mesmo protocolo em outros voluntarios (Omura, 1998).

Um solvente preparado a partir do coentro demonstrou eficacia na remocgéao do mercurio
inorganico e metilmercdrio de raizes de plantas em solug¢fes aquosas (Karunasagar et al., 2005).
Omura (1998) relatou que o coentro remove o mercurio do tecido neural e dos tecidos
conjuntivos. Desta forma, tem havido um maior interesse no potencial terapéutico de plantas
com propriedades antioxidantes, que minimizem os danos provocados pelo estresse oxidativo

(Gupta et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do extrato aquoso de Coriandrum sativum L. sobre alteragdes motoras

e dano oxidativo na progénie de ratas expostas ao metilmercurio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a composicdo Mineral e dos compostos bioativos presentes no extrato
aquoso de Coriandrum sativum (EACS).

Avaliar a atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres do extrato aquoso de
Coriandrum sativum (EACS).

Mensurar os niveis totais de mercdrio no pelo da progénie, apds exposicdo materna a
metilmercurio e tratamento com extrato aquoso de Coriandrum sativum (EACS).
Avaliar danos cerebelares e 0 desempenho motor, a partir de testes comportamentais
gue medem atividade locomotora espontanea e forgada, assim como perda da forca
muscular, na progénie, apos exposicado materna a metilmercurio e tratados com extrato
aquoso de Coriandrum sativum (EACS).

Analisar o dano oxidativo cerebelar pela medida dos niveis de peroxidacdo lipidica na
progénie, apOs exposicdo materna a metilmercurio e tratados com extrato aquoso de
Coriandrum sativum (EACS).

Avaliar alteracdes dos niveis de espécies reativas de oxigénios na progénie, apos
exposicdo materna a metilmercario e tratados com extrato aquoso de Coriandrum
sativum (EACS).

Analisar o sistema antioxidante ndo enzimatico, medida dos niveis de glutationa e do

sistema enzimatico, atividade das enzimas catalase (CAT) e superoxidesmutase (SOD)
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na progénie, apds exposicdo materna a metilmercdrio e tratados com extrato aquoso de

Coriandrum sativum (EACS).
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4. MATERIAL E METODO
4.1. PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DE CORIANDRUM SATIVUM

Folhas e talos de Coriandrum sativum foram obtidas em S&o Francisco do Para - PA
(01 °10'03'S, 47 °47'45'W). O espécime foi identificado pelo Dr. Antonio Elielson Rocha, e
um espécime foi depositado no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi (MG: 228890).
Apos a coleta, o material fresco foi lavado em &gua corrente, enxaguado em agua destilada e
depois congelado para posterior liofilizacdo em camara de vacuo a —20 ° C por 24 h. Apds a
liofilizacdo, o material foi pulverizado em moinho de facas (Star FT 50/1; 620 rpm), acoplado
a peneiras de malha 60s, pesado, embalado a vacuo em sacos de polietileno e armazenado a -
20 ° C até o uso. O extrato foi preparado pela adi¢do de 13,5 g de material moido a 300 mL de
agua deionizada e homogeneizado a temperatura ambiente por 1 hora para uma concentragdo

final de 45 mg/mL (Kansal et al., 2011).

4.2. CONTEUDO MINERAL E FITOQUIMICO DO EXTRATO DE CORIANDRUM
SATIVUM
4.2.1. DETERMINACAO DE CONTEUDO MINERAL

O conteudo mineral foi determinado conforme descrito por Amarante et al. (2010).
Ap0s a transferéncia de 500 mg de massa seca de coentro para um tubo digestor, foi adicionada
uma solucdo de HNOz: HCIO4 (3:1) para digestdo a quente e a frio, realizada em triplicata. As
digestdes foram entdo quantificadas em um espectrofotdmetro de absorcdo atbmica (Thermo,
ICE3000). Os resultados de calcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn) e
manganés (Mn) foram comparados com suas respectivas curvas padrdes para determinar suas

concentracdes, que sdo expressas em mg/L.
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4.2.2. COMPOSIQAO FITOQUIMICA DO EXTRATO DE CORIANDRUM SATIVUM

Para identificar os metabolitos secundarios com atividade antioxidante no EACS,
foram determinados os teores de polifendis totais (Singleton & Rossi, 1965), flavonoides
(Quettier-Deleu et al., 2000) e antocianina (Askar & Treptow, 1993). Os testes foram realizados

em triplicata e os resultados foram expressos em mg/g de matéria seca.

4.3. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE CORIANDRUM SATIVUM

A capacidade antioxidante do EACS foi avaliada usando o método DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil) (Frankel & Meyer, 2000; Vicentino & Menezes, 2007). Solugdes padrdes
foram preparadas, usando o extrato e acido ascorbico em concentragdes de 0,176 a 21 pg/mL,
que foram entdo incubadas com uma solugédo de 21 pg/mL de DPPH a temperatura ambiente,
no escuro por 30 minutos. O produto da reacdo foi medido em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 515 nm (BIO-RAD Leitor de Microplacas Modelo 450). Foi realizado
o célculo EC50, que corresponde a concentracao de extrato que fornece uma resposta de 50%

(Sridhar & Charles, 2019). Experimento realizado em triplicata.

4.4. ANIMAIS

Cinguenta e seis ratas primiparas (Rattus norvegicus, da linhagem Wistar) pesando =
2509, no primeiro trimestre de gestacdo foram obtidas das instalacbes de criacdo da
Universidade Federal do Pard e mantidas em gaiolas individuais. Mantidas em temperatura
ambiente controlada (22 + 2 ° C) e um ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e comida foram
fornecidas ad libitum. O estudo seguiu 0 Guia do NIH para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio, e o Comité de Etica em Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal do

Para.
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4.5. GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS

Apos 7 dias de aclimatacdo, o que correspondeu ao dia 14 do periodo gestacional,
todos os animais prenhes foram submetidos a intoxicacéo e/ou tratamentos. Os animais foram
divididos em 4 grupos compostos por 14 animais cada (n = 14): Controle; EACS; MeHg e
MeHg+EACS.

O grupo controle e EACS receberam agua filtrada, enquanto os grupos MeHg e
MeHg+EACS receberam mercurio na concentracdo de 40 pg/mL, diluida em agua potavel
(Andersen and Andersen, 1993; Farina et al., 2005; Gandbhi et al., 2014). Os grupos EACS e
MeHg+EACS receberam os tratamentos por gavagem com EACS (360 mg/kg/dia), do 14 dia
de gravidez até o 14 dia de lactacdo (0 que corresponderd a 21 dias de tratamento). O grupo
controle e MeHg foram tratados por gavagem com agua filtrada, durante 0 mesmo periodo.
Ap0s o nascimento, 8 animais por mae foram mantidos para normalizar o nimero de animais
por grupo.

Para os ensaios comportamentais (que ocorreram no 30° dia pos-natal), foi selecionado
aleatoriamente um unico filhote macho de cada ninhada (objetivando reduzir as distor¢des do
ensaio relacionadas ao género), totalizando 14 animais por grupo. Para as avaliacOes
bioquimicas, foi feito um pool da ninhada de cada mée, perfazendo um total de 14 animais por

grupo (Boyes et al., 1997).

4.6. ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Aos 30 dias de vida, os filhotes foram submetidos a testes comportamentais ap0s
aclimatacdo em sala de teste com luz e som atenuados por 1 hora. Todos os testes
comportamentais (campo aberto, forca de preensdo, vigas graduadas e cilindro giratério) foram

realizados entre 10:00 e 18:00.
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4.6.1. TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar a atividade locomotora espontanea
(Horsten et al., 1998). O aparelho € constituido de uma arena de acrilico (100x100 x40 cm)
dividida em 25 quadrantes (20x20 cm cada), 9 centrais e 16 periféricos. Cada animal foi
colocado no centro do aparelho e avaliado por seu comportamento exploratério por 5 minutos.
O numero de cruzamentos entre quadrantes, o nimero total de quadrantes e a distancia cruzada
(medidos em metros) foram determinados para cada animal (Fernandes et al., 2018a; Fernandes
et al., 2018b). Os testes foram gravados através de uma camera acoplada a um computador, e

as imagens foram analisadas com o software Any-Maze® (Stoelinf Co., Wood Dale, IL, EUA).

4.6.2. TESTE DE FORCA DE ADERENCIA

Este método avalia a forca muscular, o qual aproveita o0 comportamento natural dos
ratos para se agarrarem as superficies horizontais quando tracionados pela cauda. Para o teste,
0 pesquisador permitiu que o animal agarre em uma barra com um dinam6metro acoplado,
segurando-0 pela cauda e lentamente o puxando para trés. A forca de pico foi registrada e
expressa em gramas (g). Os testes foram realizados em triplicata, e os resultados representam a

média dos 3 valores (Takeshita et al., 2017).

4.6.3. TESTE DO CILINDRO GIRATORIO

O ensaio de coordenacdo motora foi realizado pelo teste do cilindro giratorio, um
aparelho que consiste em uma haste transversal de 20 cm de altura e 8 cm de diametro, que
pode ser regulado para velocidades variaveis. Os animais foram testados na barra rotativa a
velocidades de 16, 20, 25, 28 e 37 rpm., foi registrado o tempo de laténcia até a queda ocorrer
(registrado no maximo por 180 segundos) e o nimero de quedas para cada animal (Da Silva et

al., 2018; Slamberova et al., 2006).
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4.6.4. TESTE DAS VIGAS GRADUADAS

A coordenacdo motora e o equilibrio também foram avaliados por um teste de
caminhada em vigas com varios formatos e diametros (Stanley et al., 2005). O aparelho consiste
em dois suportes que sustentam uma viga de madeira de 1 m suspensa a 50 cm do chdo. As
vigas tém dois tipos de se¢des transversais: quadrado (12 e 5 mm) e circular (17 e 11 mm). O
aparelho tem uma plataforma com uma caixa (20 cm?2) em uma extremidade. Os animais foram
colocados no ponto de partida e tiveram 60 s para atravessar a viga até chegar a caixa, com duas
tentativas por viga. Foi computado o niumero de vezes que pelo menos uma das patas traseiras
escorregou. Se duas patas escorregaram ao mesmo tempo, contaram-se como dois escorregdes

(Carter et al., 2001).

4.7. AMOSTRAS DE TECIDO

Depois de 30 dias de pds-natal, os filhotes foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e profundidos com soro fisiologico
tamponado com fosfato (PBS; pH 7,4). Aproximadamente 200 g de pelo foram coletados e
armazenados em sacos de polipropileno, até o teste de mercurio. O cerebelo foi dissecado e
homogeneizado em PBS (1:1 p/v) com um homogeneizador Ultra-Turrax (IKA-Werke GmbH
& Co.). As amostras foram centrifugadas por 10 min. a 5000 rpm a 4 °C e o sobrenadante foi

coletado e congelado a -80 ° C, até a anélise bioquimica.

4.8. ANALISE BIOQUIMICA
4.8.1. AVALIACAO DE DANOS OXIDATIVOS

As substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) foram determinadas
conforme metodologia de Ohkawa (Ohkawa et al., 1979). Este teste indica a presenca de

produtos derivados da peroxidacgdo lipidica, principalmente malonaldeido. As proteinas foram
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inativadas com &cido tricloroacético e o sobrenadante foi incubado com &cido tiobarbitarico 10
mM e aquecido a 80 ° C durante 45 min. O produto de cor levemente rosada resultante foi
colocado em uma microplaca de 96 pogos para quantificacdo de espectrofotdmetro a 535 nm
(BIO-RAD Modelo 450 Microplate Reader). Os resultados foram expressos em nmol
TBARS/mg de proteina.

Em altas quantidades, o 6xido nitrico (NO) pode levar ao estresse oxidativo. Portanto,
as amostras foram incubadas com o reagente de Griess (Moncada, 1992; Nims et al., 1995),
colocadas em microplaca de 96 pogos e medidas em espectrofotdometro a 550 nm (BIO-RAD
Modelo 450 Microplate Reader). A quantidade de NO foi expressa em pumol/mg de proteina,
com base em uma curva padrdo para o nitrito de sédio.

O anion superoxido foi quantificado com um ensaio do nitroazul de tetrazdlio (NBT).
Este teste detecta a oxidacdo do NBT por meio de oxigénio reativo intracelular (O2), que gera
cristais de formazan que podem ser quantificados por espectrofotémetro usando um filtro de
620 nm (BIO-RAD Modelo 450 Microplate Reader). Os resultados foram expressos como

intensidade de absorbancia/mg de proteina (Baehner et al., 1976; Meerovich et al., 2014).

4.8.2. MEDIDA DE GLUTATIONA TOTAL

Os niveis de glutationa totais (Tietze, 1969; Foyer & Shigeoka, 2011) foram
determinados pela deteccdo da enzima reciclada ap6s um tratamento com glutationa redutase,
na qual o grupo sulfidrila da glutationa reage com &cido 5,5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzéico)
1 mM, formando o acido 5-tio-2-nitrobenzdico, que tem uma cor amarela. A absorbancia foi
imediatamente medida por espectrofotometria, uma vez por minuto, durante cinco minutos, no
comprimento de onda de 412 nm (Leitor de Microplacas BIO-RAD Modelo 450). Os resultados

foram expressos em pmol/ug de proteina.
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4.8.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ENZIMATICA

A superéxido dismutase (SOD) foi estimada atraves de uma reagdo das amostras com
hipoxantina e NBT (Maier & Chan, 2002). A absorvancia foi medida a um comprimento de
onda de 470 nm (BIO-RAD Leitor de Microplacas Modelo 450) e os resultados foram expressos
como unidades de atividade de SOD por miligrama de proteina.

A atividade da enzima catalase foi medida apds a reacdo das amostras com perdxido
de hidrogénio (H20) para formar formaldeido, que foi revelado pelo tratamento com reagente
Purpald® 34,2 mM (4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1, 2, 4-triazol). Os resultados foram
expressos em formaldeido/min/mg de proteina, determinado por comparacgéo da absorbancia a
540 nm (BIO-RAD Leitor de Microplacas Modelo 450) com uma curva padrdo para

formaldeido 4,25 pM (Johansson & Borg, 1988; Wheeler et al., 1990).

4.9. QUANTIFICAGCAO DE PROTEINAS
O metodo de Bradford (1976) foi utilizado para quantificar o nivel de proteina. Uma
curva padréo foi gerada com solucdes contendo concentracfes conhecidas de albumina de soro

bovino e resultados expressos em mg/mL.

4. 10. DOSAGEM DE MERCURIO TOTAL

O procedimento para extrair o mercurio total foi baseado em um método modificado
de Costa et al. (2017). A espectrometria de fluorescéncia atdbmica foi utilizada para detectar a
quantidade de Hg em 100 mg de pelo animal digerido em HNO3/H,SO4 (1:1) e fixado em 5%
(m/v) de permanganato de potassio (KMnQOs). A amostra de mercurio foi reduzida com 20%
(m/v) de cloreto de estanho (SnCl) e quantificada por um espectrofotdmetro de absorcéo

atdmica (Thermo, ICE3000), que possui um limite de deteccdo de 1 ng - g ~ L.
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4.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo (DP) e analisados com o
programa GraphPad Prism ® 6.0. software (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A
normalidade dos dados foi avaliada com o teste de Shapiro-Wilk, seguido de  ANOVA duas
vias e pos teste Tukey. Cada grupo experimental compreendeu um total de 14 animais, e valores

de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS
5.1. CONTEUDO DE MINERAIS E COMPONENTES BIOATIVOS DO EXTRATO
AQUOSO DE CORIANDRUM SATIVUM (EACS)

Uma grande variedade de minerais estavam presentes no EACS (Tabela 1), sendo Ca
(11.024,5 + 944mg/mL) e Mg (3041 £ 121mg/mL) os mais abundantes, seguido por Fe (110,7
+9,18mg/mL), Zn (72,4 £ 1,21mg/mL), Mn (34,5 £ 0,174mg/mL) e Cu (13,6 £ 0,173mg/mL).
A analise fitoquimica revelou que os polifendis (14 + 2,42mg/g) foram os metabdlitos
secundarios mais abundantes no EACS, seguidos pelas antocianinas (9,8 + 0,174mg/g) e
flavondides (5,1 + 0,174mg/qg).

Tabela 1. Minerais (mg/mL) e Metabdlitos secundarios (mg/g) do Extrato aquoso de

Coriandrum sativum (EACS). Os dados sd@o mostrados como a média + DP de 3 experiéncias
independentes.

Componentes Valores
Minerais
Célcio (Ca) 11,024.5 + 944
Magnésio (Mg) 3041.2+121
Cobre (Cu) 13.6 £0.173
Ferro (Fe) 110.7 £9.18
Zinco (Zn) 7248 +1.21
Manganés (Mn) 34.6 £0.174
Metabdlitos secundarios
Polifenois Totais 14.01 +2.42
Flavondides Totais 51+0.174

Antocianinas 9.8+0.174
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5.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES DO
EXTRATO AQUOSO DE CORIANDRUM SATIVUM (EACS)

O EACS inibiu o radical DPPH de maneira dependente da concentragdo. O EC50 do
EACS foi de 13,4 +2,3ug/mL, capacidade similar de doar hidrogénio a do antioxidante padrao

utilizado como controle, acido ascorbico (EC50 14,6 + 3,8ug/mL; Fig. 1).

100+
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-0.7 -0.05 023 0.54 0.84 1.0 14 123 132
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Fig. 1. Curva logaritmica na capacidade de inibicio do DPPH pelo extrato aquoso de
Coriandrum sativum (EACS) comparado a do acido ascorbico em pg/mL. Os dados séo
mostrados como a média £ DP de 3 experimentos independentes; Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Abreviacdo: DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil;
AA, &cido ascorbico.
5.3. MERCURIO TOTAL NO PELO DA PROGENIE

O mercurio total no pelo da progénie foi avaliado apds 21 dias de intoxicacao da
progenitora com MeHg e tratamento com o EACS (grupos MeHg e MeHg + EACS; Fig. 2).
Comparado ao grupo controle (0,019 + 0,004 pg/g), o grupo MeHg apresentou niveis
significativamente mais altos de mercurio (0,693 + 0,148 pg / g; p <0,05), enquanto o grupo
EACS (0,020 + 0,010 png/g) apresentou niveis semelhantes aos do grupo controle. O grupo
MeHg + EACS (0,068 £ 0,032 pg/g) apresentou niveis mais altos de mercurio do que o grupo

controle, porém sem diferenca estatistica, mas em comparacéo ao grupo MeHg, ele apresentou

significativamente menos mercurio total em seus pelos.
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Fig. 2. Os niveis de merctrio (ng/g) no pelo da progénie apos intoxicagdao da progenitora com
metilmercurio (MeHQ) e o tratamento com extrato aquoso de Coriandrum sativum (EACS). Os
dados sdo mostrados como a média + DP (n =14/grupo). *, p <0,05 comparado ao grupo
controle; #, p <0,05 comparado ao grupo tratado com MeHg (ANOVA a duas vias seguida de
teste Tukey).
5.4. 0 TRATAMENTO COM EACS MELHOROU OS DEFICITS MOTORES INDUZIDOS

PELO METILMERCURIO NA PROGENIE

Para avaliar os efeitos do mercurio na atividade locomotora esponténea e a eficacia
do tratamento com EACS, a progénie foi submetida a um teste de campo aberto. As distancias
total e central percorridas foram reduzidas no grupo MeHg, com médias de (14,35 + 2,948 m e
0,38 + 0,093 m), respectivamente, versus 19,43 £+ 4,349 m (p <0,05) e 2,03 £ 0,676 m (p <0,05)
para o grupo controle. As distancias para os grupos EACS (21,92 + 3,680 m; 1,84 + 0,732 m)
e MeHg + EACS (20,47 £ 2,731 m; 1,49 £ 0,615 m) ndo diferiram significativamente do grupo
controle. E importante ressaltar que, quando os grupos MeHg e MeHg + EACS foram
comparados, 0s animais intoxicados tratados com EACS tiveram um desempenho melhor do
gue os animais intoxicados ndo tratados, atingindo distancias semelhantes as do grupo controle

(Fig. 3A e B).
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Fig. 3. A intoxicacdo por metilmercirio (MeHg) e o tratamento com extrato aquoso de
Coriandrum sativum (EACS) afetam a atividade locomotora espontanea de ratos recém-
nascidos. (A) distancia total; (B) distancia central. Os dados s&o a média + DP do numero total
de quadrantes cruzados ap6s 300 s (n =14/grupo). *, p <0,05 comparado ao grupo controle; #,
p <0,05 comparado ao grupo MeHg (ANOVA de duas vias seguido teste Tukey).

O dano cerebelar é acompanhado por forga muscular reduzida. Por isso, utilizamos
um teste de forca de preenséo. O grupo MeHg (106 + 11,32 g) apresentou uma forca de preensao
reduzida em relacdo ao grupo controle (189 + 43,81 g; p <0,05), enquanto os grupos EACS
(207 £50,26 g) e MeHg + EACS (196 + 56,59 g) ndo apresentou diferenca estatistica em relacao
ao controle. Comparando os grupos MeHg e MeHg + EACS, os efeitos positivos do tratamento
com EACS nos animais intoxicados foram demonstrados pelo aumento da for¢ca muscular (Fig.

4).
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Fig. 4. A intoxicacdo por metilmercirio (MeHg) e o tratamento com extrato aquoso de
Coriandrum sativum (EACS) afetam a for¢a de preensao da pata. Os dados sdo mostrados como
a média £ DP de 3 sequéncias de teste com 14 animais por grupo. *, p <0,05 comparado ao
grupo controle; #, p <0,05 comparado ao grupo MeHg (ANOVA duas vias seguido de teste
Tukey).

O teste do cilindro giratorio foi utilizado para avaliar a coordenacdo motora e o
equilibrio, com a laténcia e 0 numero de escorregadas avaliados nas velocidades de rotacao de
16, 20, 25, 28 e 37 rpm. Os tempos de laténcia para o grupo MeHg (83,3 + 49,4, 81,7 + 31,5,
53,3+22,6,43+23,0e 16,6 +9,2 s, respectivamente) foram menores em comparagéo ao grupo
controle (126,6 + 30,4, 157,9 + 19,1, 153,6 + 18,6, 1450 £+ 21,0 e 127,6 + 48,0 s,
respectivamente), enquanto os do grupo EACS ndo diferiram do grupo controle. Em
comparagdo ao grupo controle, o grupo MeHg + EACS (159,1 + 16,1, 154,3 £ 16,0, 1425 +
20,8, 137,1 £ 26,4 e 123,9 + 18,8 s, respectivamente) ndo apresentou diferenca estatistica;
guando comparado com o grupo MeHg, eles tiveram tempos de laténcia significativamente

mais longos em todas as velocidades de rotacdo (Fig. 5A).

Quando o numero de quedas foi avaliado (Fig. 5B), o grupo MeHg (2,5 £ 1,4, 5,1
+1,4,75+3,4,10,2+1,3e9,5+3,7) teve significativamente mais quedas que o grupo controle
(1,2+£1,0,1,7+£1,3,2,7+1,3,39+2,2e 4,0+ 2,2; p <0,05) em todas as velocidades de rotacao.
Por outro lado, o nimero de quedas para os grupos EACS (1,3+1,0,1,0£1,4,32+1,7,35%

22e32+22)eMeHg+EACS (1,2+08,14+12,24+2235+17e34%17)ndo
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diferiram estatisticamente daqueles do grupo controle. Comparando os grupos MeHg + EACS
e MeHg, foi observada uma melhora significativa na qualidade do equilibrio do grupo MeHg +

EACS (Fig. 5B).
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16 rpm 20 rpm 25 rpm 28 rpm 37 rpm 16 rpm 20 rpm 25 rpm 28 rpm 37 rpm

Fig. 5. A intoxicacdo por metilmercirio (MeHg) e o tratamento com extrato aquoso de
Coriandrum sativum (CSAE) afetam o equilibrio e a coordenacdo motora da progénie. (A)
Laténcia; (B) Numero de quedas. Os dados séo mostrados média + DP (n =14/grupo). *, P <0,05
comparado ao grupo de controle; #, p <0,05 comparado ao grupo MeHg (ANOVA de duas vias
seguida de teste Tukey); rpm: rotac6es por minuto.

O teste de caminhada nas vigas graduadas, foi usado como um segundo ensaio para
avaliar o equilibrio. Novamente, o grupo MeHg (4,85 +1,2,5,2+2,6,4,6 +1,9¢e 12,5+ 4,3)
apresentou significativamente mais escorregdes do que o grupo controle (2,5 + 0,9, 2,7 £ 1,4,
2,1+12e5,3%2,0;p <0,05), enquanto os grupos EACS (2,2+1,0,3,0£14,22+1,0e4,7
+2,5) e MeHg + EACS (2,3+£1,0,3,3+£1,7,24+1,0e5,7 +2,0) ndo mostraram diferencas
significativas comparados ao controle. O grupo MeHg + EACS teve significativamente menos

escorregdes que o grupo MeHg, sugerindo gque o tratamento com EACS melhorou seu equilibrio

(Fig. 6).
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Fig. 6. A intoxicacdo com o metilmercurio (MeHg) e o tratamento com extrato aquoso de
Coriandrum sativum (CSAE) afetam o equilibrio da progénie. Os dados sdo mostrados como
média = DP (n =14/grupo). *, p <0,05 comparado ao grupo controle; #, p <0,05 comparado ao
grupo MeHg (ANOVA de duas vias seguida de teste Tukey); BWT/Q-12MM, viga
quadrangular de 12 mm de diametro; BWT/Q-5MM, viga quadrangular de 5 mm de didmetro;
BWT/C-17MM, viga circular de 17 mm de didametro; BWT/C-11MM, viga circular de 11 mm
de diametro.

5.5 0 TRATAMENTO COM EACS DIMINUIU O DANO OXIDATIVO INDUZIDO PELO

METILMERCURIO NA PROGENIE

O ensaio de TBARS foi realizado para avaliar possiveis danos oxidativos apos a
exposic¢do intrauterina e no periodo de lactacdo da progénie ao metilmercurio e se o tratamento
com EACS melhoraria a peroxidacdo lipidica nos filhotes. A peroxidacdo lipidica foi
significativamente maior no grupo MeHg (1,4 + 0,2 pg/mg de proteina; p <0,05) do que no
grupo controle (0,6 = 0,1 pg/mg de proteina), enquanto nos grupos EACS (0,5 £ 0,1 pg/mg de
proteina) ) e MeHg + EACS (0,7 = 0,1 pg/mg de proteina) mantiveram-se semelhantes ao valor
do grupo controle. Comparado ao grupo MeHg, o grupo MeHg + EACS mostrou niveis

reduzidos de peroxidacao lipidica, demonstrando um padréo oxidativo atenuado (Fig. 7).



50

2.0
—
=
< £ 15
=
e
=
% e 1.04
w =
2 o
7. 8 05
="
e
0.0
Controle EACS MeHg  MeHg+EACS

Fig. 7. Niveis de malonaldeido (MDA) na progénie. Os resultados sdo expressos em pg/mg de
proteina. Os dados s@o mostrados como a média = DP (n =14/grupo). *, p <0,05 comparado ao
grupo controle; #, p <0,05 comparado ao grupo MeHg (ANOVA duas vias seguida de teste
Tukey).

Apos identificar a capacidade da EACS de reduzir os niveis de peroxidacdo lipidica,
avaliamos os niveis de nitrito e anion superdxido para ver se eles também variavam apos o
tratamento da EACS. Os niveis de nitrito foram significativamente maiores no grupo MeHg
(8,2 = 1,1 umol/mg de proteina; p <0,05) do que no grupo controle (4,1 = 1,3 umol/mg de
proteina), enquanto os niveis no EACS (4,5 + 1,2 umol/mg de proteina) e MeHg + EACS (4,6
+ 0,9 umol/mg de proteina) permaneceram semelhantes ao grupo controle. No entanto, houve

uma diferenca significativa entre os grupos MeHg e MeHg + EACS (Fig. 8A).

Os niveis de anion superdxido também foram significativamente mais altos no
grupo MeHg (0,2 £ 0,03 U/mg de proteina; p <0,05) do que no grupo controle (0,1 £ 0,02 U/mg
de proteina), enquanto no EACS (0,1 £ 0,02 U/mg proteina) e MeHg + EACS (0,17 + 0,02
U/mg de proteina) apresentaram niveis comparaveis aos do grupo controle. O grupo MeHg +

EACS apresentou niveis mais baixos de anion superoxido do que o grupo MeHg (Fig. 8B).
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Fig. 8. Avaliacdo das espécies reativa de oxigénio na progénie. (A) Niveis de nitrito expressos
em pmol/mg de proteina; (B) presenca de anion superoxido expresso em intensidade de
absorvancia em unidades arbitrarias/mg de proteina. Os dados sdo mostrados como a média +
DP (n =14/grupo). *, p <0,05 comparado ao grupo controle; #, p <0,05 comparado ao grupo
MeHg (ANOVA duas vias seguida de teste Tukey).

ApOGs avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), os sistemas
antioxidantes foram investigados. Observou-se uma redugdo dos niveis glutationa total no
grupo MeHg (8,5 = 1,5 pmol/pg de proteina) em relagao ao grupo controle (13,2 &+ 2,6 pmol/ug
de proteina; p <0,05), enquanto os niveis no EACS (13,3 + 2,0 pmol/ug de proteina) e MeHg +
EACS (12,7 + 2,4 pmol/ug de proteina) foram comparaveis ao grupo controle. O grupo MeHg

+ EACS apresentou niveis de glutationa total significativamente maiores que o grupo MeHg
(Fig. 9).
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Fig. 9. Niveis de glutationa total na progénie. Os resultados sdo expressos em pmol/ug de
proteina. Os dados sdo expressos como a média + DP (n =14/grupo). *, p <0,05 comparado ao
grupo controle; #, p <0,05 comparado ao grupo MeHg (ANOVA duas vias seguida de teste
Tukey).
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Em relacéo ao grupo controle (14,4 + 1,3 nmol/min/mg de proteina), uma reducéo
na atividade da catalase foi observada no grupo MeHg (6,5 + 0,9 nmol/min/mg de proteina; p
<0,05). A atividade enzimatica foi preservada nos grupos EACS (13,9 + 1,5 nmol/min/mg de
proteina) e MeHg + EACS (13,7 + 2,0 nmol/min/mg de proteina), com niveis comparaveis aos
do grupo controle. E importante ressaltar que o grupo MeHg + EACS apresentou atividade

catalase significativamente maior que o grupo MeHg (Fig. 10A).

A atividade da superdxido dismutase também foi de modo expressivo, menor no
grupo MeHg (25,2 + 8,4 U/mg de proteina; p <0,05) do que no grupo controle (38,9 + 12,0
U/mg de proteina), enquanto o EACS (39,0 + 10,8 U/mg de proteina) e os grupos MeHg +
EACS (39,3 £ 8,0 U/mg de proteina) apresentaram atividades enzimaticas semelhantes as do
grupo controle. Atividade significativamente maior de superdxido dismutase foi observada no

grupo MeHg + EACS do que no grupo MeHg (Fig. 10B).
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Fig. 10. Atividade das enzimas antioxidante. (A) atividades da catalase (CAT) e (B) superdxido
dismutase (SOD) na progénie. Os resultados sdo expressos em nmol formaldeido/min/mg de
proteina e U/mg de proteina, respectivamente. Os dados sdo mostrados como a média = DP (n
=14/grupo). *, p <0,05 comparado ao grupo controle; #, p <0,05 comparado ao grupo MeHg
(ANOVA duas vias seguida de teste Tukey).
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6. DISCUSSAO

Os resultados mostram que a progénie de mées submetidas a intoxicacado por MeHg
e tratadas com EACS apresentou melhoras funcional motora durante avaliagcdo da locomogéo
espontanea (Fig. 3A e B e 6) e forgada (Fig. 5A e B). A progénie também mostrou aumento da
forca de preensao (Fig. 4). Ambos os resultados podem estar ligados a uma reducdo nos niveis

de mercurio no grupo tratado com EACS.

Os efeitos nocivos do MeHg no desempenho motor foram descritos anteriormente.
Su & Okita (1976) foram pioneiros na investigacdo dos efeitos de uma Unica dose de MeHg no
décimo dia de gestacdo. Eles observaram atividade locomotora espontanea reduzida nos
filhotes, que reverteu a medida que os espécimes envelheciam (Su & Okita, 1976). Em outro
estudo com um modelo animal semelhante, Ghizoni et al. (2018) utilizaram acidos graxos poli-
insaturados como tratamento para intoxicacdo por MeHg, todavia os sujeitos do teste nédo
demonstraram melhora em seus pardmetros comportamentais, apresentando comprometimento
da coordenacdo motora associada a um acumulo de MeHg no tecido cerebelar (Ghizoni et al.,
2018). Nossa hipotese é de que os compostos bioativos com intensa atividade antioxidante
presente em C. sativum possam melhorar os danos na funcdo motora resultantes da intoxicagédo
pelo MeHg durante o desenvolvimento neurologico. Assim, investigamos varios parametros
relacionados a funcdo motora: deambulacdo espontanea e forcada, equilibrio e coordenacéo,

bem como a forca de preenséo.

A reducdo de mercurio observada no grupo MeHg + EACS pode estar associada a
atividade antioxidante do extrato (Fig. 1). As propriedades antioxidantes observadas neste
estudo também foram investigadas em outros estudos que utilizaram extratos de C. sativum
(Dias etal., 2011, Sreelatha & Inbavalli, 2012; Harsha & Anilakumar, 2014; Pereira & Tavano,

2014; Abbassi et al., 2018). O extrato aquoso foi preferido, porque demonstrou conter maiores
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quantidades de polifenois (Melo et al., 2003), como acido caféico e glicitina (Melo et al., 2005).
Nossos resultados demonstraram que as EACS utilizadas apresentaram alta atividade

antioxidante, capacidade de eliminacdo de radicais livres e contetdo fendlico total.

O aumento no nivel de mercurio promove o estresse oxidativo, com membranas
celulares e fosfolipidios das organelas como os principais alvos (Nath et al., 1996), o que leva
a maior producdo de ERO, peroxidacéo lipidica, distirbios na sintese de proteinas e interrup¢ao
enzimatica, os quais contribuem para reduzir a atividade da enzima antioxidante (Wilson et al.,
2005; Abdel-Salam et al., 2018; Olguin et al., 2018). O metilmercurio também leva a
neurotoxicidade em humanos e em modelos animais, mas até 0 momento ndo ha tratamento
eficiente disponivel para intoxicagé@o por mercurio (Nielsen & Andersen, 1991; Cao et al., 2011;

Schutzmeier et al., 2018).

Esta é a primeira vez que as propriedades protetoras das EACS contra a
neurotoxicidade induzida por mercdrio foram demonstradas em um modelo in vivo, onde 0s
parametros comportamentais melhoraram apds o tratamento, provavelmente devido a uma
diminuicdo no estresse oxidativo. J& foi demonstrado que o Coriandrum sativum tem efeitos
protetores contra danos oxidativos no cérebro de ratos ap6s envenenamento por chumbo em
doses de 250 e 500mg / kg (Vekaria et al., 2012; Velaga et al., 2014). Outros extratos também
foram investigados para avaliar seus efeitos no envenenamento por metais pesados. Um extrato
de Polygala paniculata evitou a peroxidacéo lipidica no cerebelo de ratos e melhorou os danos

motores em um modelo in vivo semelhante ao utilizado neste estudo (Farina et al., 2005).

Os grupos tratados com EACS mostraram niveis normais de EROs no cerebelo,
protecdo contra anion superoxido, dano pelo nitrito e reducdo da peroxidacao lipidica. Esses
efeitos podem ser atribuidos & composicdo quimica do extrato (Tabela 1), que é rica em

flavonoides como a quercetina-3-glucuronideo, isoquercetina e rutina (Kunzemann &
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Herrmann, 1977; Nagata et al., 1999), compostos fendlicos, e antocianinas. E importante
ressaltar que estes sdo relacionados a maior producéo de enzimas antioxidantes e propriedades

protetoras contra EROs (Dai et al., 2012; Rashid et al., 2014; Kozlowska et al., 2016).

Yang et al. (2012) estimularam a expressdo de proteinas relacionadas a
neuroplasticidade e atividade antioxidante em cérebros de ratos, administrando um extrato de
antocianina que proporcionava neuroprotecdo e aumento do desempenho funcional. Esse
resultado foi semelhante ao obtido em nosso estudo, em que a progénie apresentou aumento do

desempenho funcional ap6s o tratamento com EACS (Yang et al., 2012).

Identificamos varios minerais no EACS que podem contribuir tanto para a sintese
de enzimas antioxidantes quanto para a modulacdo do equilibrio de redox, propriedades
envolvidas nos padrdes oxidativos reduzidos e melhor desempenho comportamental observado
na progénie tratada. Micronutrientes e macronutrientes desempenham um papel na homeostase
do SNC e na sintese de enzimas antioxidantes e estruturas de proteinas, mas também podem
interagir com metais pesados (Liu et al., 1992; Brose et al., 2014; Lau et al., 2019). Elementos
como Cu e Fe séo elementos redox-ativos e atuam como cofatores de enzimas em varias reacoes
metabdlicas, eliminacdo de radicais livres e biossintese de neurotransmissores (Lebovitz et al.,
1996; Strange et al., 2003; SALAMA et al., 2009). Uma disfuncéo no equilibrio desses minerais
pode levar a alteracBes neurais e doencas como a doenga de Parkinson (Ji et al., 2017; Mischley
et al., 2017). Funcionando (hidrolases, isomerases, ligases, liases, redutases e transferases) em
varios sistemas biol6gicos, como metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos, producédo
de ATP, homeostase redox (SOD2), sintese de DNA e sinalizacao celular, onde atuam como
neuromoduladores em estruturas proteicas com propriedades antioxidantes como SOD1 (EI-
Sewedy et al., 1974; Sharma et al., 2010; Adebayo et al., 2016; Sommer et al., 2018). O zinco
também atua na transmissao sinaptica glutamatérgica, inibindo a atividade do receptor N-metil-

D-aspartato e acido a-amino-3-hidroxi-5metil-4-isoxazolepropiénico, modulando assim a
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excitabilidade neuronal e a plasticidade sinéptica a longo prazo (Takeda et al., 2004). Os niveis
de componentes como Zn e Cu sdo alterados no SNC ap6s envenenamento por metais pesados
devido ao estresse oxidativo, mas o tratamento com EACS conseguiu restaurar os niveis de Zn,

Cu e Fe ao seu estado fisioldgico (Ren et al., 2009; Velaga et al., 2014).
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7. CONCLUSOES

Como vislumbrado no referido estudo, a problemética da intoxicacdo mercurial €
uma questdo global, que afetou e até hoje afeta os seres vivos em larga escala, e que 0s
organismos em desenvolvimento apresentam alteragdes mais acentuada, desta forma, esta

problematica ndo pode ficar a margem das pesquisas cientificas.

Pbde-se verificar por meio desta pesquisa que os resultados apoiam a hipdtese de
que 0 EACS protegeu o cerebelo da progénie contra os efeitos deletérios do metilmercurio,
reduzindo o estresse oxidativo, deste modo, diminuindo os danos a funcdo motora. Pode-se
observar também que os niveis totais de glutationa e atividades de enzimas antioxidantes

catalase e SOD retornaram aos seus niveis basais, apds o tratamento com EACS.

A pesquisa desenvolvida que avaliou a acdo do EACS néo exauriu a tematica aqui
abordada e mais estudos sdo necessarios para uma melhor compreensdo dos mecanismos que

geram neuroprotecdo contra a toxicidade induzida pelo metilmercario.
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