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I
RESUMO

A intensificagdo das atividades antrdpicas tem produzido uma alta taxa de poluigdo
ambiental principalmente em corpos hidricos, onde a contaminacao por metais se tornou
objeto de grande importancia, devido a incapacidade desses ambientes em suportar tal
poluicdo. O mercurio (Hg) é um metal pesado de ocorréncia natural, que pode ser
utilizado na fabricacdo de elementos domésticos como |dmpadas fluorescentes,
fungicidas e germicidas. A entrada do Hg na cadeia alimentar ocorre pela metilacdo dos
fons Hg*" em MeHg. Ap6s a metilacéo, o merclrio é considerado altamente toxico para
0 ser humano, e entre os principais 6rgaos alvo dessa intoxicacdo podemos citar o cérebro,
uma vez que o MeHg atravessa facilmente a barreira hematoencefélica, podendo
acumular-se em diferentes areas cerebrais. Sabe-se que, uma vez no SNC, o MeHg pode
causar extensos danos celulares, como dano ao DNA, estresse oxidaivo, neuroinflamacao
e morte celular tanto em neurénios quando em células da glia. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi analisar as alteragdes transcriptdmicas das linhagens celulares B103 e
C6, células derivadas de neuroblastoma e glioma de Rattus norvegicus, expostas a a¢do
do metilmercurio. Para isso, foi utilizada a técnica de microarray de expressdo afim
avaliar o perfil global de expressdo genica ap6s 24 h de exposicdo ao MeHg. Nossos
resultados demonstraram que o MeHg induz alteracdes significativas na expressdo genica
das duas linhagens celulares estudadas, sendo estas alteracbes mais proeminentes na
linhagem C6, na qual observou-se uma maior quantidade de genes diferencialmente
expressos. Entre 0s genes que mais se destacaram apds a exposicao das células B103 ao
MeHg destacaram-se os genes Cdc42se2 (log2 FC -4.055713), Dcx (log2 FC 3.618981)
e 4930449C09Rik (log2 FC 3.5129156) para a concentracdo de 0,1 uM. Ja para a
exposicdo de 2,8 uM, os genes com maior FC foram Crem (log2 FC -4.027875),
Otoa (log2 FC 3.501512) e Dcx (log2 FC 3.423433). Além dos genes acima citados,
destacaram-se 0s genes Triml4, Gm14169, Gm30871, Otoa e Dcx por serem
compartilhados entre os dois grupos expostos. Quanto a linhagem C6, destacaram-se dez
transcritos com FC maior que 3 (Aldh1l2, Dacl, Rps4l, Zbtb46, 6430573p05Rik, Tcfl2,
Awat2, Muc3, Dclrelb, Slc38a6). No tratamento de 6,3 UM, apenas trés genes foram
alterados mais de 3 vezes (Rps4l, Ankdrd4 e 2610318N02Rik). Vale ressaltar que trés
genes foram compartilhados entre os tratamentos (Rps4l, Lamb 3 e Gm 41386).

Palavras-chave: MeHg, Transcriptoma, SNC, Poluicdo, Mercurio.
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ABSTRACT

The intensification of anthropogenic activities produces a high rate of environmental
pollution, mainly in water bodies, where the contamination by metals has become an
object of great interest, due to their inability to support such load. Mercury (Hg) is a
naturally occurring metal that can be used in the manufacture of home products such as
fluorescent lamps, fungicides, and germicides. The entry of Hg into the food chain occurs
through the methylation of Hg2+ ions into MeHg. After methylation, Hg is considered
highly toxic to humans, and among the main target organs of this intoxication we can
mention the brain, since MeHg easily crosses the blood-brain barrier and can accumulate
in different brain areas. It is known that, once in the CNS, MeHg can cause extensive
cellular damage, such as DNA damage, oxidative stress, neuroinflammation and cell
death in both neurons and glial cells. Thus, the objective of this study was to analyze the
transcriptomic alterations of cell lines B103 and C6, derived from neuroblastoma and
glioma of Rattus norvegicus, exposed to the action of methylmercury. For this, the
expression microarray technique was used to evaluate the global profile of gene
expression after 24h of MeHg exposure. Our results demonstrate that MeHg induces
significant alterations in gene expression of the two cell lines evaluated. The alterations
were more prominent in the C6 cell line, in which a greater amount of differentially
expressed genes was observed. Among the genes differentially expressed of the B103
cells we can highlight the genes Cdc42se2 (log2 FC -4.055713), Dcx (log2 FC 3.618981)
and 4930449C09Rik (log2 FC 3.5129156) at a concentration of 0.1 uM. As for the
exposure of 2.8 UM, the genes with the highest FC were Crem (log2 FC -4.027875), Otoa
(log2 FC 3.501512) and Dcx (log2 FC 3.423433). In addition to the abovementioned
genes, the genes Trim14, Gm14169, Gm30871, Otoa and Dcx were shared between the
two exposed groups. As for the C6 lineage, ten transcripts with FC above 3 (Aldhll2,
Dacl, Rpsé4l, Zbtb46, 6430573p05Rik, Tcfl2, Awat2, Muc3, Dclrelb, Slc38a6) are
highlighted. In the 6.3 uM treatment, only three genes were altered more than 3 times
(Rps4l, Ankdr44 and 2610318N02Rik). It is also noteworthy that three genes were shared
between treatments (Rps4l, Lamb 3 and Gm 41386).

Keywords: MeHg, Transcriptome, CNS, Pollution, Mercury.
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1 INTRODUCAO
11 CONTAMINAC}AO AMBIENTAL E MERCURIO

A atividade antrdpica intensa tem produzido uma alta taxa de poluigdo ambiental,
principalmente em corpos hidricos, onde a contaminagdo por metais se tornou objeto de
grande importancia, devido a incapacidade dos corpos hidricos de suportar tal poluicéo
(ALVAREZ et al., 2002). Os metais ocorrem naturalmente na crosta terrestre, entretanto
atividades como a mineracdo, tém introduzido artificialmente estes metais no ambiente,
0s quais, diferentemente dos poluentes organicos, podem persistir por muitos anos no
meio aquatico, tanto como sedimentos de fundo e em suspensdo, como também por
retencdo em plantas ou peixes, podendo assim contaminar 0s seres humanos.
(MANAHAN, 1999; TREVIZANI, 2014).

Uma importante fonte de contaminacdo por metais, tanto do ambiente aquatico
como terrestre, é 0 descarte inadequado de objetos domésticos que possuem em sua
composicdo metais, como por exemplo baterias, pilhas e lampadas fluorescentes. Como
consequéncia do descarte incorreto pode ocorrer a contaminagao por contato direto, como
em pessoas responsaveis pela coleta seletiva de materiais reciclaveis; ou indireto, na qual
ocorrera a exposi¢cdo de populagdes por meio de inalagdo, contato com solo, poeira e
ingestio de agua e alimentos contaminados (MARQUES & AMERICO-PINHEIRO,
2018; GOUVEIA et al., 2019).

A presencga aumentada destes metais no ambiente pode ser também resultado de
efluentes do processo industrial, tendo como principais representantes o Zinco, Aluminio,
Ferro, Cadmio, Chumbo, Cromo, Cobre, Manganés, Mercurio, Niquel, entre outros. Entre
estes metais, alguns se destacam por serem micronutrientes necessarios para manutencao
de organismos animais e vegetais, dentre 0s quais podemos citar o0 zinco, cobre,
manganés, niquel e cobalto; enquanto outros ndo possuem qualquer fungédo bioldgica
conhecida, como cadmio, chumbo e mercdrio; os quais sdo também, conhecidos como
metais pesados. (SOUZA & MORASSUTI & DEUS, 2019).

A crescente preocupac¢do em torno da contaminacao ambiental por metais pesados
se da principalmente por conta dos seus elevados niveis de reatividade e capacidade de
bioacumulacdo e biomagnificagdo na cadeia trofica. Além disso, a exposicdo a essas
substancias pode causar efeitos deletérios a saude humana, como alteragdes enzimaticas,
danos neuroldgicos/musculares, rompimento de cromossomos, entre outros (ABESSA &
AMBROZEVICIUS, 2008; RABELDO et al., 2018; SOUZA & MORASSUTI & DEUS,
2019).



Um episodio bastante interessante envolvendo metais aconteceu no estado do Para
em 2018, nas comunidades Bom Futuro e Vila Nova, Distrito de Vila de Conde, Cidade
de Barcarena. A partir de uma dendncia para realizacdo de avaliacdo de possiveis danos
ambientais e riscos a satude humana decorrentes de escoamento de efluentes a partir de
transbordo e rompimento de bacias de deposicao de residuos sélidos de beneficiamento
de bauxita de uma empresa privada. Ap0s a avaliacdo, feita por uma equipe da secéo de
meio ambiente do Instituto Evandro Chagas (IEC), concluiu-se, com os resultados fisico-
quimicos e de niveis de metais nas amostras, que ocorreram alteracbes nas aguas
superficiais do rio Murucupi, situacdo que caracteriza impactos ambientais e colocam em
risco a salde das populacdes ribeirinhas que residem a sua margem, que comprometeram
a qualidade das mesmas (LIMA et al., 2018 - IEC, 002/2018).

De posse dos resultados, o IEC foi novamente acionado para dar sequéncia nas
acOes de avaliacdo da qualidade das aguas superficiais no rio Murucupi, além de estender
essas avaliacdes para outros rios da regido de Barcarena e Abaetetuba, que poderiam ter
sido afetados pelos impactos ambientais ja relatados. Também foram avaliadas outras
formas de lancamentos irregulares de residuos e efluentes ndo tratados a partir da planta
industrial da empresa. Os resultados demonstraram, em todos os efluentes, teores totais
de arsénio, bario, cadmio, cromo, manganés, mercurio, uranio, niquel, chumbo, selénio,
zinco, cobalto e cobre dissolvido. No ambiente, os teores totais de arsénio, mercurio,
chumbo e os teores de aluminio, ferro e cobre dissolvido se mostraram alterados e acima
dos limites preconizados pela resolugdo CONAMA 357/2005 (LIMA et al., 2018 - IEC,
003/2018). Dentre estes metais podemos destacar 0 mercudrio, um metal pesado tdxico
para a biota e a salde humana, que pode sofrer bioacumula¢do nos organismos e
biomagnificacéo ao longo da cadeia trofica (NOVO et al., 2021; MIRANDA et al., 2007;
KISAKA, 2013).

O mercurio (Hg) é um elemento quimico de ocorréncia natural encontrado em
rochas da crosta terrestre, possui nimero atdmico 80 e massa molar 200,59 g.mol™,
pertence ao grupo 12 da tabela periodica e faz parte da classe dos metais de transicao.
Este metal ¢é identificado pelas letras Hg, abreviacdo proveniente da palavra grega
Hydrargyrum que tem como significado Prata liquida, pode existir nas formas metalicas,
inorganica e orgénica. Ele é um dos Unicos metais que em condi¢des normais de
temperatura e pressao atmosférica é encontrado em estado liquido, apresentando ponto

de fusdo -38,83°C e ebulicdo 356,73°C. Além disso, o Hg pode formar ligas com outros



metais, como ouro e a prata, chamadas de amalgamas (DAMAS et al., 2014; SILVA 2014,
MIRANDA et al. 2007).

Na natureza a forma mais comum do Hg € o cinébrio (HgS), também conhecido
como minério de mercurio comum, que consiste em um mineral de cor vermelho vivo ou
amarronzado e esta presente em paises como México e Argélia, porém pode ser
encontrado em maior quantidade na Espanha. A Obtencdo de Hg metélico a partir de
cinabrio ocorre por meio da combustdo desse minério sob corrente de ar, seguido da
condensacéo do vapor formado e finalizada através da purificacdo do metal (DAMAS et
al., 2014; SILVA, 2014).

Sabe-se que o uso do Hg data de pelo menos 3.500 anos atrés, e sua provavel
aplicacdo conhecida mais antiga foi a utilizacdo como pigmento vermelho em pinturas
rupestres na forma de cinabrio. Aristoteles foi quem primeiro referenciou, de forma
escrita, 0 uso de Hg no século IV a.C. A partir desta data outros autores gregos, como
Plinio, também descreveram algumas aplicac6es medicinais como tratamento de doencas
de pele, além de ja terem descrito algumas referéncias a respeito da utilizacdo do Hg na
recuperacdo de metais nobres atraves de amalgamas. Posteriormente, 0 Hg passou a ser
utilizados também pelos romanos, na forma de medicamento para varias doencas, na
amalgamacdo e passaram a produzir o pigmento Vermilion que foi muito valorizado na
época (MIRANDA et al., 2007; SILVA, 2014).

O ciclo biogeoquimico do Hg em ambientes naturais ocorre por uma interrelacéo
entre os sistemas aquaticos, terrestres e atmosférico. Dois ciclos podem afetar o transporte
e a distribuicdo desse metal. sdo eles: o ciclo global, que envolve a circulagdo atmosférica
do mercdrio elementar proveniente da crosta para os oceanos; € o ciclo local, no qual
ocorre a metilacdo do Hg inorganico proveniente de fontes antrdpicas (Figura 1)
(MIRANDA et al., 2007). Assim, este metal pode ser liberado do solo e da &gua para
atmosfera, onde o Hg pode apresentar as formas organicas e inorganicas. Uma vez na
atmosfera, pode ser dispersado por longas distancias até que ocorra novamente a
deposicdo do Hg em ambientes terrestres e aquéaticos (BISINOTE & JARDIM, 2004). A
deposicao seca e/ou Umida desempenha um papel importante na transferéncia de mercdrio
da atmosfera para os solos, na lixiviagao para as aguas subterraneas ou na movimentacao
para as aguas superficiais. Uma vez no ambiente aquatico, 0 mercurio pode permanecer
ativo como substrato para a metilagdo por cerca de um seculo, ainda que a fonte de
contaminacg&o seja eliminada. No solo ou sedimento, pode ocorrer sor¢ao do mercurio na

forma insolUvel seguida de metilacdo/desmetilagcdo. Além disso, estes ambientes possuem



grande capacidade de reter e armazenar este metal, e solos argilosos apresentam uma
maior capacidade de acumular este Hg por muitos anos. Vale ressaltar que a matéria
organica pode afetar o transporte, especiacéo e disponibilidade do mercdrio no ambiente
terrestre e aquatico. O ciclo pode ser concluido por trés principais fendmenos:
bioconversdo em formas sollveis ou volateis, precipitacdo e bioacumulacdo na cadeia
alimentar. (BISINOTE & JARDIM, 2004; ZHOU et al., 2016; MIRANDA et al., 2007).

MeHg Methanogenic
bacteria

Figura 1 Ciclo biogeoquimico do Mercurio. Fonte: CRESPO-LOPES et al.,2021.

O Hg foi introduzido na pesquisa cientifica a partir de 1643 com a invengéo do
bar6bmetro, equipamento utilizado para medir a pressdao atmosférica, por Torriceli.
Posteriormente, em 1720 ocorreu a invenc¢do do termdmetro de mercurio por Fahrenheit.
Houve, entdo, varias descobertas relevantes que levaram a uma crescente demanda por
Hg, como em 1894 a introducéo na industria de cloro-soda de celulas eletroliticas a base
de Hg, o desenvolvimento de baterias de Hg durante a segunda guerra mundial, e 0 uso
de fulminato de Hg como detonador de explosivos (MIRANDA et al., 2007).

Uma das principais utilizacdes e combinac6es importantes deste metal é a ligacéo

do Hg com ouro, originando uma amalgama. Nesse processo, o Hg elementar liquido é



adicionado a sedimentos ou minérios com a finalidade de isolar o ouro, formando a
améalgama. Para que ocorra a separa¢do do ouro, a amalgama precisa ser aquecida, o que
gera a liberacdo de Hg elementar gasoso na atmosfera. Na maioria dos casos a queima da
amalgama ocorre sem uma retorta ou outro dispositivo de captura de Hg, liberando este
metal para o ambiente (Figura 2) (STYLO et al., 2020).

Figura 2 Vias de deposicao de mercudrio no ambiente terrestre decorrente da queima de améalgama de
mercurio—ouro. Fonte: GERSON et al., 2022.

O Hg e seus derivados podem ser utilizados de vérias formas, como na fabricagdo
de Cloro e sddio, lampadas fluorescentes, fungicida, germicida, corantes, pilhas e
baterias, no garimpo, medicacdes topicas, solucbes para lentes de contato, conservante
em vacinas, entre outros fins. Vale destacar que no Brasil ndo existe producdo primaria
de mercdrio, logo este metal entra no mercado nacional por meio da importagdo. Além
disso, como determinado na Lei 6.938, de 31 de agosto de 1981, que instituiu a Politica
Nacional do Meio Ambiente, e foi regulamentada pelo Decreto no 97.634, de 10 de abril
de 1989, é de responsabilidade do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) o controle do comércio, producdo e importacdo de
mercurio metalico (DAMAS et al., 2014; IBAMA, 2022).



Entre as principais fontes de contaminagdo por Hg no meio ambiente destacam-
se as fontes antropogénicas, que sdo na maioria das vezes relacionadas a mineragao
industrial, ao processamento primario de metais, extracdo de ouro com amalgama de
mercurio, produtos de consumo contendo mercurio, incineracdo de residuos e queima de
combustiveis fosseis. Ocorre, também, a contaminac¢do natural por Hg decorrente de
emissdes vulcanicas e oceénicas, deposito de minerais, entre outras (LACERDA, 2007,
LIMA et al., 2018 - IEC, 002/2018; SILVA, 2014; WHO, 2021).

Dados da Organizacdo Mundial da salde, referente aos relatérios de avaliacdo
inicial de Minamata em 61 paises ao redor do mundo apontaram que 0s principais grupos
populacionais em risco decorrentes da exposicdo ao Hg sao trabalhadores, de forma geral,
e trabalhadores de minas (caracterizando a exposicdo ocupacional), consumidores de
pescado, consumidores de produtos contendo mercurio e consumidores de produtos para
clarear a pele (Figura 3). Adicionalmente, nesse mesmo documento foram relatados riscos

relacionados ao género feminino, incluindo mulheres gravidas e mulheres em idade fértil.
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Figura 3 Grupos populacionais observados nos relatorios como em risco devido a exposi¢éo ao mercurio.
Fonte: WHO, 2021 (Adaptada).

No que diz respeito a produtos contendo Hg, estes dados demonstraram que ainda
¢ alto o nimero de paises que utilizam termémetros com Hg, ainda ocorre 0 uso de
amalgama dental e esfigmomandmetros (aparelho utilizado para medir a pressdo arterial).
Além disso, este metal pode ser encontrado, também, em produtos para clareamento da
pele (Figura 4) (WHO, 2021).



Regido Relatérios de  Termdmetros  Aparelhos de  Antissépticos Clareadores Amalgama
a Minamata de pressao com com de pele com dental
OMS revisados Merclrio Mercurio Mercurio Mercurio
Africa 28 27 15 1 17 25
América 16 14 7 13
Mg 2 2 1 .
Europa 7 7 3 - 1 3
Sudeste
Asiatico 3 3 3 1 3
Pacifico
Ocidental 5 3 1 - 1 2
Total 61 56 30 1 20 48

Figura 4 Numeros de relatérios por regido que registraram estoques de produtos contendo mercrio.
Fonte: WHO, 2021 (Adaptada).

No que tange a contaminacao de Hg por absorcdo dérmica, o estudo de Chan et
al. (2011) demonstrou que o 6xido de mercdrio e sais inorganicos de mercurio, como
cloreto de mercurio, foram encontrados em cosméticos para clareamento da pele e
antiacne importados para os EUA, Africa, Europa, México e Asia. Um dado alarmante a
respeito deste fato foi descrito por Hamann et al. (2014), os quais demonstraram que do
total de 549 amostras de produtos clareadores para pele, oriundos de 32 paises e obtidos
por meio de compras online, 6% continham mercudrio acima de 1000 ppm e 45%
continham mercurio superior a 10.000 ppm. Demonstrando que os valores encontrados
foram superiores aqueles preconizados pelo Food and Drug Administration, o qual limita
a quantidade de mercurio em produtos cosméticos para quantidades de 1 ppm.

Nesse sentido, Copan et al. (2015) avaliaram a toxicidade e contaminagdo por
mercurio entre familiares a partir do uso cremes para pele. Estes autores obtiveram como
resultados os seguintes sintomas, classificados como leves e moderados, decorrentes da
toxicidade deste metal: hipertensdo, irritabilidade, dificuldade para dormir, fraqueza,
espasmos musculares, dorméncia e formigamento nas méos, tontura, esquecimento, dores
de cabeca, depresséo e ansiedade. Entre os sintomas descritos como avangados foram
observados espasmos musculares involuntarios, dor nas costas grave, espasmos
musculares difusos e visiveis das extremidades, lingua e labios, marcha instavel, delirio,
agitacdo, disturbios do sono, sudorese profusa, taquicardia persistente e hipertensdo. Este
estudo destacou ainda que houve contaminagdo por contato entre o usuério do creme e
seus familiares, além da contaminacao por meio de objetos manipulados pelo usuério.

Outra importante fonte de contaminacdo ambiental por Hg que se destacou nos

ultimos anos é a deposicdo atmosférica. Um estudo realizado em uma unidade de



conservacao florestal do Rio de Janeiro, que teve como objetivo avaliar a ecotoxicologia
do Hg em solos de floresta tropical utilizando como modelo de estudo minhocas,
demonstrou que nos tecidos de minhocas adultas as concentragdes medias de mercurio
foram maiores quando comparadas com juvenis, sugerindo uma acumulacdo desse metal
nesses animais (BUCH et al., 2017). Com relacdo aos fatores de bioacumulacgdo do Hg
no solo, ndo foram encontrados vestigios de metais ou residuos de pesticidas, somente o
Hg foi detectado; confirmando o acimulo de Hg no perfil do solo por deposicdo
atmosférica. Rabello et al. (2018) avaliou, também no estado do Rio de Janeiro, 0 risco
ecologico associado a concentracfes de varios metais pesados, dentre eles o Hg, nas dguas
da lagoa Rodrigo de Freitas. Estes autores observaram que entre os metais avaliados o Hg
se destacou por sua concentragcdo aumentada, fato que fez com que este metal fosse
considerado um fator de risco ecolégico moderado nesse ambiente. Este estudo associou
este aumento na concentracdo do Hg a deposicdo atmosférica e eventos de dragagem,
uma vez que ndo encontraram outras concentrages de Hg em locais proximos.

Com relacdo a Amazonia, foi demonstrado que a Amazonia peruana apresenta
altos niveis de poluicdo por mercurio, proveniente da deposicdo seca, proximo a areas de
mineracdo de ouro de pequena escala. Neste estudo foi observado que as folhas das
plantas sdo capazes de sorver 0 Hg particulado e gasoso, além de assimilar e incorporéa-
lo diretamente aos tecidos. Além disso, os fluxos atmosféricos de Hg em areas florestais,
préximas as atividades de mineracao de ouro, sdo mais de 15 maiores quando comparadas
a areas desmatadas nos arredores da atividade de mineracdo, destacando a elevada
quantidade de Hg proveniente da atividade mineradora que entra nas florestas via
deposicdo seca e a importancia do dossel da floresta na eliminacéo de Hg derivado dessa
atividade para atmosfera. Esse trabalho, avaliou ainda, se 0 Hg depositado em é&reas
florestais estd entrando nas teias alimentares terrestres, por meio da medicdo das
concentracgdes totais de Hg nas penas da cauda de aves canoras em areas impactadas ou
ndo impactadas pela mineragdo. Dos dez individuos amostrados na &rea impactada pela
mineracao de ouro, sete excederam a concentracgdo efetiva na qual o sucesso reprodutivo
passa a ser reduzido. Em contraste com este resultado, nenhum individuo da area nédo
impactada ultrapassou essa concentracdo. Esses achados iniciais sugerem que o Hg pode
estar entrando nas teias alimentares terrestres nas areas de entorno de atividades de
mineragdo. Por fim, estes autores ainda documentaram que existem concentragoes
mensuraveis de Metil mercurio (MeHg), a forma biodisponivel e uma das mais toxicas

de Hg, em solos amazdnicos proximos a atividade de mineracdo de ouro, sugerindo que



concentragOes elevadas de MeHg se estendem além dos ecossistemas aquéaticos
(GERSON et al. 2022).

Varios estudos j& demonstraram que a presenca de MeHg esta aumentando em
grande parte da Amazonia, seja pelo despejo de Hg em corpos hidricos, por atividade de
mineracdo de ouro, extensa queima de biomassa e desmatamento ilegal ou a construgéo
de projetos de grande escala, como barragens (CRESPO-LOPES et al., 2021). Essa
contaminacdo é alarmante e preocupante, uma vez que pode ocorrer uma extensa
exposicdo de comunidades locais da Amazonia ao MeHg, e esses individuos podem vir a

desenvolver varios sintomas neuroldgicos e até mesmo virem a o6bito.

1.2 METILMERCURIO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A entrada do Hg na cadeia alimentar ocorre através da transformacdo dos ions
Hg?* em CHsHg®, formando o metilmerctrio (MeHg), por meio de uma reacéo de
transferéncia de um grupamento metil, essa reacdo é denominada metilacdo. A metilacao
do mercdrio é realizada por bactérias metanogénicas e sulfato redutoras, e € chamada de
biotransformacdo. A biotransformacdo pode ser realizada tanto em ecossistemas
aquaticos quanto nos sedimentos e em alguns solos, uma vez que estes ambientes tenham
condicdes ideais para a metilacdo do Hg, que incluem temperatura elevada, baixos niveis
de pH, alta disponibilidade de carbono e substrato para suportar a atividade de metilacdo
bacteriana (BITTENCOURT et al., 2017; KISAKA, 2013; NOVO et al., 2021).

Uma vez na cadeia alimentar e apés ser assimilado, podem ocorrer dois principais
processo: a bioacumulacdo e biomagnificacdo tréfica. A bioacumulacdo ocorre quando o
fluxo total de entrada do MeHg supera o da saida, dessa forma o metal é acumulado em
um organismo ao longo do tempo. Na biomagnifica¢do ocorre o acimulo de MeHg nos
seres vivos a partir do aumento de niveis troficos, assim, quanto mais longa a cadeia
tréfica, maior serd a concentragdo acumulada pelos consumidores. Por exemplo, no
fitoplancton ja ocorre um acimulo de MeHg acima da concentracdo das aguas
circundantes por difuséo passiva através da membrana, a partir de entdo o MeHg pode ser
acumulado em invertebrados, peixes de meio trofico, mamiferos marinhos e, por fim,
atingem os predadores de topo de cadeia. Cabe ressaltar que uma das principais vias de
transferéncia de mercurio organico para seres humanos é a alimentar, principalmente em
populacdes onde 0s peixes sdo parte importante da dieta, como ocorre em comunidades
locais da Amazonia (MIRANDA et al., 2007; KISAKA, 2013; CRESPO-LOPES et al.,
2021; NOVO et al., 2021).
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O MeHg é considerado altamente toxico para o ser humano, pois uma vez
consumido, por meio de alimentos contaminados, 95% do MeHg é rapidamente absorvido
pelo trato gastrointestinal e distribuido para todos os tecidos. Os principais 6rgéos
afetados pelo MeHg incluem o cérebro, figado, pulmades, rins e intestino; dentre os quais
pode acumular-se nos rins, figado e no sistema nervoso central (SNC). Além disso, o
MeHg pode ser absorvido pela pele e pulmdes. Sua eliminacdo € lenta, e nos seres
humanos pode levar meses (Figura 5) (GUIDA et al, 2017, NOVO et al., 2021).

Com relacdo ao transporte de MeHg, este pode ser transportado por proteinas
plasméticas como a albumina, além da glutationa e do aminoacido L-cisteina, nos quais
se liga através de grupos sulfidrila (visto que ha uma grande afinidade do MeHg por
grupos tiol) aumentando sua solubilidade em &agua e facilitando sua distribuicdo para
varios 6rgdos. O MeHg tem alta afinidade pelo SNC, no qual pode ser distribuido para
todas as regides do cérebro, uma vez que atravessa a barreira hematoencefalica por meio
do sistema de transporte de L-aminoacidos neutro grandes como um complexo conjugado
com L-cisteina, que mimetiza com o aminoacido L-metionina, que facilita a entrada de
MeHg no cérebro. As concentracdes de MeHg nesse 6rgdo podem ser até 5 vezes maiores
do que no sangue (CRESPO-LOPES et al., 2021; dos SANTOS et al., 2016; NOVO et
al., 2021).
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Figura 5 Distribui¢do do MeHg pelo corpo humano e principais efeitos em células do sistema nervoso
central. Fonte: NOVO et al., 2021 (Adaptada).



11

Além da barreira hematoencefalica, 0 MeHg pode atravessar qualquer barreira
celular, dentre as quais destaca-se a placentéria, na qual a exposicao pré ou perinatal
prolongada ao MeHg ainda que em doses moderadas pode causar varios disturbios ao feto
e ap6s 0 nascimento, como aborto espontaneo, morte apds 20 semanas de gestacdo
(natimorto) e baixo peso ao nascer. Vale destacar que a exposic¢ao intrauterina tem sido
relacionada a déficits em neurdnios e glia, incluindo migracdo, diferenciacdo e
crescimento anormais, demonstrando que essa exposi¢cdo compromete, também, a
neurogénese. No periodo neonatal ou em idades precoces, os danos causados pelo MeHg
sdo mais amplamente distribuidos pelo SNC, onde a lesdo sera generalizada e quanto mais
precoce a exposi¢do, mais generalizado seré o dano observado (CRESPO-LOPES et al.,
2021; dos SANTOS et al., 2016; NOVO et al., 2021).

Apo0s o periodo neonatal e a partir do crescimento do bebé é possivel observar
alguns sintomas relacionados a intoxicagdo por MeHg, como dificuldades no controle da
cabeca, sentar-se e andar, distirbios no desenvolvimento mental com sintomas
semelhantes aos da paralisia cerebral e hiper salivacdo. Essa condi¢cdo médica é conhecida
como doenga de Minamata do tipo fetal. Além disso, o cérebro em desenvolvimento é
extremamente sensivel a exposicdo por MeHg podendo apresentar uma desorganizacao
difusa e generalizada da citoarquitetura do cortex cerebral com desaparecimento das
células granulares. Criancas expostas podem apresentar indice de coeficiente de
inteligéncia diminuido, movimentos prejudicados, percepcao visuoespacial. Esses dados
revelam um importante papel da toxicidade do MeHg no desenvolvimento do sistema
nervoso central, podendo causar alteraces principalmente no sistema sensorial motor e
na cognicdo (SAKAMOTO & ITAI & MURATA, 2017; dos SANTOS et al., 2016;
CRESPO-LOPES et al., 2006).

Com relacdo a contaminacdo aguda por MeHg em adultos, nos quais as
caracteristicas e mecanismos de intoxicagdo sdo diferentes daqueles descritos em
criangas, sabe-se que podem ocorrer disturbios de coordenagdo motora e tateis como
dorméncia, tremores e formigamento nas maos, espasmos musculares involuntarios e
marcha instavel, ataxia cerebelar, constricdo e deterioragdo progressiva dos sentidos
visuais. Tais sintomas podem ser mais ou menos intensos dependendo do nivel de
exposicao e estdo relacionados com danos em regides do cérebro como cerebelo, lobo
occipital e tronco cerebral. Essas alteracdes neuroldgicas decorrentes da intoxicagdo por
MeHg séo chamados de doenca de Minamata, por conta de uma epidemia ocorrida na

area costeira sul do mar de Yatsushiro, incluindo Minamata, no Japéo, principalmente
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entre as décadas de 1950 e 1960, onde ocorreu descarte de grande quantidade de metil
mercurio diretamente no mar e a contaminacdo humana se deu por meio do consumo
diario de grande quantidade de peixes e mariscos contaminados (HACHIYA, 2006;
COPAN et al., 2015; CRESPO-LOPES et al., 2021; ALBERS et al., 2020).

Foi relatado na literatura um estudo de caso da doenca de Minamata em um
homem de 40 anos contaminado por uma inje¢do contendo MeHg, que levou o paciente
a morte 10 meses apOs a exposicdo. A necropsia demostrou que o cérebro,
especificamente o cerebelo, ponte e medula estavam atrofiados. Adicionalmente, havia
alteracdes no lobo occipital direito e atrofia cortical, e as regides do hipocampo eram de
tamanho inferiores & média. Para verificar as lesdes cerebrais foi realizado um exame
neuropatoldgico, que demonstrou significativa perda neuronal e reatividade glial
principalmente no lobo occipital, necrose de células granulares quase completa e
degeneracdo das células de Purkinje no cerebelo e degeneracdo walleriana no tronco
encefalico. A analise toxicoldgica post mortem revelou niveis extremamente elevados de
mercdrio no figado e tecido renal, bem como niveis de MeHg no sangue periférico
(ALBERS et al., 2020). Dessa forma, nota-se que a contamina¢do aguda por MeHg em
seres humanos é extremamente perigosa, podendo levar até mesmo a 6bito.

E importante lembrar que outras alteracdes clinicas ja foram descritas na literatura
apos a exposicdo humana ao MeHg, como tontura, esquecimento, dores de cabeca,
depressdo e ansiedade, além de visdo turva, parestesias da area circum-oral seguidos de
constricdo do campo visual, ataxia, delirio, agitacdo e distarbios do sono. Os efeitos
clinicos relacionados a contaminacéo por MeHg ndo sdo imediatos e o periodo de laténcia
pode chegar até mesmo al0 anos. (COPAN et al., 2015; CLARKSON et al., 2003).

Assim, observa-se que 0 SNC é um alvo para a toxicidade do MeHg, uma vez que,
como descrito anteriormente, este atravessa facilmente a barreira hematoencefalica
podendo acumular-se em diferentes areas cerebrais, das quais destaca-se o cerebelo por
ser mais susceptivel a contaminacdo por MeHg. Para entender quais os efeitos do MeHg
no SNC, varios estudos in vitro e in vivo tém sido realizado e buscam demonstrar tais
efeitos.

No que diz respeito ao efeito do MeHg em culturas primarias de neurénios
granulares do cerebelo de ratos Wistar, sabe-se que este induz morte celular por apoptose
de forma dose dependente e a partir de concentragcdes muito baixas nessas células, como
30 nM. Essa morte celular pode ser mediada pela interrup¢cdo ou modulacdo da

homeostase do Ca”* celular ou aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio nas



13

mitocondrias ou outros compartimentos intracelulares. De fato, 0 Ca®* desempenha um
papel critico na perda de células no SNC e 0 aumento de Ca** pode desencadear a morte
celular tanto por apoptose quanto por necrose (SAKAUE et al., 2005; dos SANTOS et
al., 2016).

Sabe-se, também, que a intoxicacdo por MeHg pode causar alteracbes na
regulagdo do glutamato em astrocitos. O glutamato é principal neurotransmissor
excitatdrio no SNC e os astrdcitos sdo responsaveis pela retirada de glutamato do espaco
extra sinaptico atraves de transportadores excitatorios de glutamato. O MeHg age
contribuindo para a desregulacdo da captacao de glutamato e para o efluxo de glutamato,
0 que leva a um acumulo de glutamato extracelular proximo as células gliais e neuronais.
Esse acimulo pode induzir excitotoxicidade neuronal devido a superativagdo dos
receptores N-metil-D-aspartato, levando ao aumento do influxo de Ca®* nos neurdnios e
ativacdo da via de apoptose neuronal. Dessa forma, a inibicdo da captacdo de glutamato
pelos astrocitos, aumento da liberacdo espontdnea de glutamato dos terminais pré-
sinapticos e inibigdo da captacdo vesicular de glutamato sdo fenémenos criticos ligados a
excitotoxicidade mediada por MeHg que pode também causar morte celular (NOVO et
al., 2021; dos SANTOS et al., 2016).

O MeHg pode inibir o crescimento de células do SNC de rato, como demonstrado
nas linhagens de feocromocitoma (PC12) e neuroblastoma (C-1300), causar alteracfes na
morfologia celular como condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear, pode
provocar a fragmentacdo do DNA e alterar o ciclo celular das células PC12, por meio da
ruptura de microttbulos, causando um acimulo de células na fase G2/M seguido de morte
celular por apoptose nessas células (MIURA et al., 1999).

O estudo de Bittencourt e colaboradores (2022), o qual teve como objetivo
investigar os efeitos do MeHg no cerebelo de ratos adultos expostos a baixas doses por
um periodo de 60 dias, demonstrou que houve reducdes significativas nas densidades de
neurdnios de Purkinje e neurdnios maduros, assim como na densidade de células da glia,
seguido de estresse oxidativo e modulacdo do perfil protebmico global nesse érgédo. Este
trabalho sugere que a exposicdo ao MeHg afeta a modulagédo da plasticidade sinaptica e
da integridade da mielina, as quais desempenham um papel essencial na perda da funcéo
motora. Dessa forma, a disfuncdo motora observada como um dos principais sintomas
que ocorrem apds a contaminacdo por MeHg pode estar associada a um padréo

neurodegenerativo, com base no que foi observado nesse trabalho.
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No que se refere a genotoxicidade, um dos primeiros trabalhos que relataram os
efeitos genotoxicos do MeHg em células do SNC foi o de Crespo-Lopes et al. (2006).
Estes autores utilizaram duas linhagens celulares provenientes de neuroblastoma e
glioblastoma humano e demonstraram que 0 MeHg afeta a viabilidade dessas células de
forma dose dependente. Além disso, foi observado ainda que em baixas concentracdes
(0,1 e 1 pM) o MeHg pode inibir a proliferagdo de ambas as linhagens, aumentar a
frequéncia de microndcleos na linhagem de neuroblastoma, aumentar o numero de
micronucleos por células nas células de glioblastoma e aumentar a presenca de pontes
nucleoplasmaticas em ambas as células.

Nesse sentido, outro estudo demonstrou que a exposicao de células de origem glial
da espécie Rattus norvegicus a uma concentracdo de MeHg considerada baixa, e na
auséncia de morte celular, resultam na fragmentacdo da molécula de DNA, aumento na
frequéncia de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares; demonstrando
um claro efeito genotoxico. Além desses efeitos, 0 MeHg pode afetar o ciclo celular,
devido a paradas nas fases S e G2/M ou G1/GO provocadas por um possivel efeito
ciclostatico (CRESPO-LOPES et al., 2016).

Sousa et al. (2022) avaliou a genotoxicidade do MeHg em dois tipos de células do
sistema nervoso central de Rattus, neuronal (B103) e glial (C6). Estes autores observaram
gue o MeHg se mostrou citotoxicos para as duas células estudas, entretanto, as células de
origem neuronal foram mais afetadas pela exposicdo ao MeHg quando comparadas a
linhagem de origem glial, uma vez que a LCso foi maior nas células C6. Além disso, foi
observado que em ambas as linhagens ocorreu a formagdo de micronucleos, entretanto a
formacdo de broto nuclear s6 foi observada na linhagem C6, assim como alteracdes
cromossomicas.

Patnaik & Padhy (2018) observaram que a exposicdo da linhagem celular SH-
SY5Y, proveniente neuroblastoma humano, ao MeHg provocou um aumento
significativo no indice de fragmentacdo ao DNA dessas células, além de demonstrar
citotoxicidade avaliada por métodos diferentes.

Assim, podemos observar que os efeitos do MeHg no SNC, os sintomas
relacionado a esta intoxicagéo, seus efeitos citotoxicos e genotoxicos ja sdo descritos na
literatura, assim como 0s possiveis mecanismos relacionados a toxicidade do mercdrio,
que incluem fatores moleculares e bioquimicos, como a interrup¢do ou modulacdo da
homeostase do Ca’* celular, aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio nas

mitocondrias ou outros compartimentos intracelulares, danos diretos a0 DNA e a
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polimerizacdo dos microtubulos, excitotoxicidade mediada pelo glutamato e morte

celular (Figura 6).

‘ Estresse oxidativo ‘ Dano ao DNA

Alteracdes de
neurotransmissores

Excitotoxicidade

lé’leurginﬁa_magéov l Morte celular
Comprometimento Desequilibrio
da neurogénese de calcio

Figura 6 Representacdo do impacto da exposi¢cdo ao MeHg nas células neuronais e gliais. Fonte: NOVO et
al., 2021 (Adaptada).

Apesar de ja existirem muitos estudos que apontem 0s possiveis mecanismos de
dano celular relacionados ao MeHg, ainda sdo necessarias pesquisas que busguem
identificar a origem desses danos, assim como possiveis alvos dessa intoxicacdo. Nesse
sentido, uma proposta para este fim seria 0 emprego de técnicas conhecidas como 6micas,
que sdo, de forma geral, um conjunto de técnicas moleculares que auxiliam na
compreensdo das diferentes moléculas bioldgicas que dao funcionalidades a um
organismo. Entre essas técnicas destaca-se a tecnologia de microarrays, uma ferramenta
de analise de expressdo genica que possibilita a avaliacdo simultanea da expresséo de
centenas a milhares de genes em uma determinada amostra.

Assim, o presente trabalho visa analisar possiveis alteragdes transcriptémicas de
linhagens celulares derivadas do sistema nervoso central de Rattus norvegicus (B103 e
C6) expostas a acdo do metil mercdrio, a fim de contribuir para a elucidacdo da origem

dos mecanismos de dano.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar as alteracdes transcriptdmicas das linhagens celulares B103 e C6 expostas a a¢éo

do metil mercurio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar as alteracdes de expressdo génica das linhagens celulares B103 e C6
expostas a duas concentracfes de MeHg;

2.2.2 Definir quais as possiveis vias de sinalizacao afetadas nas linhagens B103 e
C6 apds a exposicao;

2.2.3 Sugerir quais os possiveis miRNAs envolvidos na regulagdo de genes

diferencialmente expressos.

2.2.4 Associar nossos transcritos com a variabilidade de anormalidades

fenotipicas encontradas em doencas humanas;
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3 METODOLOGIA
3.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares B103 (RRID: CVCL_D538) e C6 (ATCC® CCL-107"),
derivadas de neuroblastoma e glioma de Rattus norvegicus, respectivamente, foram
obtidas no banco de células do nosso laboratorio, no IEC.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas ampolas contendo
aproximadamente um milhdo de células cada uma. As células foram mantidas em solucao
de congelamento constituida por 5% de DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA) e 90% SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA). As ampolas foram
armazenadas em botijoes de nitrogénio liquido por periodo indeterminado e foram
retiradas apenas no momento do descongelamento. Apds o descongelamento, as células
foram imediatamente transferidas para frascos proprios para cultivo celular com
superficie igual a 25 cmz?, contendo 10 mL de Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) acrescido de 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina (10 U/mL),
estreptomicina (10 pg/mL) e foram mantidas em estufa com 5% de CO2a 37°C por 24
horas. Apds este periodo, 0 meio contendo DMSO foi substituido por um novo meio de
cultivo, sem DMSO, para o melhor crescimento da monocamada celular. Todos o0s
procedimentos envolvendo cultura de células foram realizados em cabine de fluxo

laminar.
3.2 CULTIVO DAS LINHAGENS CELULARES

As células foram mantidas em estufa de CO2 5% a 37°C até que as culturas
obtivessem uma boa confluéncia, ou seja, até que formem uma monocamada
completamente homogénea, o que geralmente ocorre por volta de 72 h apds o
descongelamento. A confluéncia celular foi monitorada observando-se o crescimento das
celulas com auxilio de microscoépio invertido.

Para o subcultivo, o meio de cultura foi removido e a monocamada lavada duas
vezes com 3 mL de solucgéo salina balanceada de Hanks (0,4g de KCI, 0,06g de KH2POa,
0,049 de Na;HPO4, 0,359 de NaHCOs3, 1g de glicose, 8g de NaCl, H20 g.s.p 1000 mL)
por aproximadamente 2 min. Apds este processo, as células foram dissociadas com 1 mL
de tripsina (0,125g de tripsina, 0,02g EDTA diluidos em 100 mL de solugédo de Hanks)
por um periodo de 2 min ou até que as células se desprendessem do fundo do frasco de
cultivo, sendo possivel verificar a soltura em microscopio invertido. Em seguida, a

tripsina foi inativada com 5 mL de meio completo e a suspensao celular homogeneizada
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foi distribuida igualmente para duas garrafas de 25 cmz?, até que as células obtivessem
novamente uma boa confluéncia. Este procedimento foi repetido até a obtencdo de uma
quantidade suficiente de células para os experimentos.

3.3 EXPOSICAO

3.3.1 Metilmercurio

O MeHg foi obtido da empresa Sigma-Aldrich. A solucdo estoque de MeHg foi
preparada em agua deionizada (MilliQ) e armazenada a temperatura de -20° C, sendo
descongelada somente no momento do uso.

Para os experimentos, foram realizadas diluicbes em meio de cultivo, sem adigéo
de SBF, a fim de atingir as concentracdes de interesse. As células B103 e C6 foram
expostas ao MeHg por um periodo de 24 horas.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para analise dos efeitos do MeHg nas células B103 e C6 foram definidos os seguintes
grupos de exposicao:

e Controle: células foram cultivadas apenas na presenca de meio de cultura DMEM;

e MeHg 0,1 uM: células foram expostas a concentracdo de 0,1 uM (B103 e C6);

e MeHg: 2,8 uM (somente B103);

e MeHg: 6,3 UM (somente para C6).

As maiores concentracOes utilizadas no presente estudo foram definidas a partir dos
estudos de Sousa et al. (2022), o qual demonstrou que essas concentracdes correspondem
a Lcso para cada linhagem, a partir da analise de viabilidade celular e acimulo intracelular
de MeHg. Para a menor concentracdo, utilizamos o estudo de Sousa-Rodrigues et al.
(2021), que demonstrou a auséncia de citotoxicidade para essa concentracdo, uma vez
que observou, por meio da anélise da viabilidade e metabolismo celular, auséncia de
morte celular nessa concentragéo.

3.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

3.5.1 Extracdo total de RNA

Para a extracdo do RNA total foram semeadas 3 x10° células em frasco de cultivo
de 25 cm? por 24 h. Apés este periodo as linhagens celulares B103 e C6 foram tratadas
como descrito no item 3.4. Ao final de 24 h as amostras foram imediatamente dissociadas
do frasco de cultivo e centrifugadas, os pellets resultantes foram submetidos a extragdo
de mRNA realizada por meio da utilizagdo do Kit “SV total RNA isolation system” da
empresa Promega de acordo com as especificacbes do fabricante. As células foram

transferidas para microtabulos, nos quais foram adicionados as amostras o tampao de lise
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contendo beta-mercaptoetanol, e em seguida ocorrereu a diluicdo dessas amostras em
tampéo de diluicdo de RNA, logo entdo as amostras foram novamente centrifugadas por
10 minutos a 14.000 rpm. Foi adicionado as amostras etanol 95%, e ap0s este passo as
amostras foram transferidas para colunas de centrifugacdo, nas quais 0 RNA pode se ligar
a membrana da coluna facilitando a lavagem para eliminacéo de possiveis contaminantes.
As amostras seguiram para 3 etapas de centrifugacdo de 1 minuto cada uma. Primeiro,
foram lavadas com solugéo de lavagem de RNA, em seguida solucéo de parada de DNAse
e, finalmente, solucdo de lavagem de RNA. Por fim, o RNA foi diluido em 30 pL de
agua livre de nuclease. A quantificacdo do RNA total foi realizada com o auxilio de
espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 UV-VIS versdo 3.2.1. e a qualidade desse RNA
foi demonstrada por meio da anélise do nimero equivalente a integridade de RNA (RIN
- do inglés RNA Integrity Number equivalent) utilizando o equipamento ‘2200
TapeStation RNA ScreenTape” (Agilente). O RNA purificado foi estocado a -80°C para
posterior ensaio de microarray de expressao.
3.5.2 Microarray de expressao

Para andlise de microarray foi utilizado o kit “One-color microaarays-based gene
expression Analysis” (Agilent technologies, EUA), de acordo com protocolo fornecido
pelo fabricante. O RNA total foi utilizado como molde para a sintese da primeira fita de
cDNA, que ocorre por meio de transcricdo reversa com o auxilio da enzima T7 RNA
polimerase. A sintese da segunda fita de cDNA serve de molde para a reacdo da
transcricdo in vitro para a producdo de cRNA. O cRNA foi entdo incorporado ao
fluorocromo 3-cianina (Cy3) utilizando o kit “RNeasy mini spin kit” (Agilent
Technologies), protocolo fornecido pelo fabricante. Na sequéncia, foi realizada a
purificacdo do cRNA, e para isso 84 pL de agua ultrapura foi adicionada a 350 pL de
buffer RLT e 250 pL de etanol 100%. A solug@o foi transferida para a coluna de
purificacdo do kit RNeasy mini spin. A cada amostra foi adicionado 500 uL de buffer RPE
e as amostras foram centrifugadas a 4° C. Em seguida, as amostras foram diluidas em 30
pL de agua livre de nuclease para eluicdo do RNA purificado. O cRNA foi entdo
quantificado por espectrofotometria, analisando a relacao de absorbancia em (260 nm/280
nm) e a concentracdo de cCRNA (ng/uL) em cada amostra. Para a reacdo de hibridizacéo,
0 RNA marcado foi adicionado ao mix de fragmentacdo (300 ng de Cyanine 3-labeled,
cRNA amplificado, Sul. de 10xGene Expression Blocking Agent, 1uL de
25xFragmentation Buffer e agua ultra-pura) e incubado a 60° C por 30 min, para

fragmentar as amostras antes da hibridizacdo. Foi adicionado em cada amostra 25 pL de
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2% Hi-RPM Hybridization Buffer a 4°C. Para a hibridizacdo, 40 uL de cada amostra foram
adicionadas a lamina de hibridizacdo e em seguida deixados em camara de hibridizacdo
por 17 h a 65° C com rotacdo de 10 rpm. ApOs esse periodo, a lamina foi lavada e
imediatamente escaneada no Scanner de microarray da Agilent (G4900DA). As imagens
foram obtidas com auxilio do programa Feature Extraction v10.10 e os dados analisados
no programa GeneSpring GX (Versaol1.0). A identificacdo dos genes seguiu um critério
de restricdo com um fold change (FC)> 2, ou seja, foram considerados somente 0s genes
que foram encontrados por estar duas vezes mais ou menos expressos quando comparados

com o grupo controle.

3.6 ANALISE ESTATISTICA
Os valores de intensidade das imagens digitalizadas foram quantificados usando o

programa Feature Extraction (versdo 10.7.3.1) conforme descrito em outro trabalho
(FERREIRA et al., 2021). Os dados brutos foram processados atraves do software
GeneSpring GX 14.5 apés controle de qualidade e analise de normalizacdo de quantil
RMA (robust multiarray average) contra a média das amostras de controle. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata.

Os genes diferencialmente expressos (DEGs) foram selecionados usando o teste de
Mann-Whitney pareado (limite de valor p corrigido de Benjamin-Hochberg <0,05) com
valores de fold-change absoluto >2. Outras analises de dados foram realizadas usando
varias fungdes no software R 2.1 (http://www.r-project.org).

3.6.1 Interpretacdo bioldgica

A andlise de enriquecimento funcional dos DEGs foi realizada usando o pacote R
g:Profiler2 para: (i) ontologia génica (BP: processos bioldgicos; CC: componentes
celulares; MF: funcdo molecular); (ii) vias biologicas (banco de dados Reactome); (iii)
motivos regulatérios no DNA (do TRANSFAC e miRTarBase); (iv) ontologia do
fenotipo (da ontologia do fenotipo humano — HP). Usamos o algoritmo g:SCS (Set Counts
and Sizes) para a correcdo de testes multiplos. p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Usamos o grafico de Manhattan para visualizar os resultados do

enriquecimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AEXPOSICAO AO MEHG MODULOU O PERFIL TRANSCRIPTOMICO DAS
CELULAS B103

Realizamos a analise transcriptdmica imparcial usando microarray para identificar
vias e mecanismos regulados por MeHg nas células B103. Apds padronizagao e remogédo
de efeitos de lote nos resultados do microarray, um grafico de vulcdo mostrou que a
exposicdo a 0,1 uM de MeHg levou a desregulacdo de 798 transcritos (644 regulados
positivamente, 154 regulados negativamente) em comparacdo com o controle (Fig.7A;
Tabela Complementar 1). Entre esses transcritos, observamos mudancas notaveis (mais
de 3 vezes) na expressdo de sete genes (Dcx, 4930449C09Rik, Gm30871, Trim14,
Gm14169, Nup98 e Cdc42se2) (Tabela 1). Em contraste, no tratamento com 2,8 uM de
MeHg, o nimero de DEGs diminuiu para 572, dos quais 426 foram regulados
positivamente e 146 foram regulados negativamente (Fig. 7B; Tabela complementar 2).
Neste conjunto, cinco genes foram drasticamente alterados (mais de 3 vezes) Otoa, Dcx,
Trim14, Gm30871 e Crem, respectivamente (Tabela 2).

Curiosamente, dos 20 principais DEGs identificados nas exposi¢des de 0,1 uM e
2,8 uM de MeHg, cinco genes (Gm14169, Trim14, Gm30871, Dcx e Otoa) foram
compartilhados entre os tratamentos (Fig. 7C). A ontologia (para a funcdo molecular) e a
analise de enriquecimento da via deste conjunto de genes revelaram um enriquecimento
significativo para a ligacdo da proteina quinase ligada a modificacdo pds-traducional,
particularmente na sintese de proteinas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI-APS).
GPI-APs sdo proteinas integrais de membrana presentes na superficie celular. Eles
desempenham papéis essenciais em processos celulares, como transducéo de sinal, adesao
celular e resposta imune (KINOSHITA et al., 2020). Embora a exposi¢éo induzida por
MeHg possa causar um colapso significativo do prolongamento de tecido a partir de
células-tronco pluripotentes humanas (NINOMIYA et al., 2020), este estudo € o primeiro
a demonstrar uma ligagdo entre a exposicdo ao MeHg e a alteragdo na expressao de GPI-
AP.
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Figura 7 Analise dos genes diferencialmente expressos da linhagem celular B103 apds 24 horas de
exposicdo a0 MeHg. Graficos vulcanos representativos de dados de microarray demonstrando genes
regulados positivamente (pontos vermelhos) ou regulados negativamente (pontos azuis) pelos tratamentos
de (@) 0,1 uM e (b) 2,8 UM MeHg ap6s 24h. Destacamos 0s dez genes up- e down regulados mais
significativos em ambos os tratamentos. Os pontos cinzas representam os genes sem expressao diferencial.

(c) Diagrama UpSet ilustrando DEGs comuns em resposta a tratamentos de 0,1 uM e 2,8 uM de MeHg. O
gréafico de barras a esquerda indica o nimero total de genes para cada tratamento. O gréfico de barras
superior indica o tamanho da intersecdo entre conjuntos de genes para cada tratamento. Pontos escuros
conectados no painel inferior indicam quais tratamentos sdo considerados para cada intersecdo.

Tabela 1. Os 20 principais DEGs observados na linhagem celular B103 ap6s 24 horas de

exposicdo a concentragédo de 0,1 uM de MeHg.

Gene ID Change Description Fold change (Log2) Significance (-Log10)
Dcx Increased Doublecortin 3.61 2.09
4930449C09Rik Increased ncRNA 351 1.37
Gm30871 Increased ncRNA 3.35 224
Trim14 Increased Tripartite motif-containing 14 3.25 184
Gm14169 Increased NncRNA 3.22 3.04
Nup98 Increased Nucleoporin 98 3.10 2.20
Nefm Increased  Neurofilament, medium polypeptide 2.83 2.10
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Tabela 2. Os 20 principais DEGs observados na linhagem celular B103 ap6s 24 horas de

exposicao a concentracdo de 2,8 uM de MeHg.

Gene ID Change Description Fold change (Log2) Significance (-Log10)
Otoa Increased Otoancorin 3.50 1.94
Dcx Increased Doublecortin 3.42 2.02

Trim14 Increased Tripartite motif-containing 14 3.40 2.08

Gm30871 Increased ncRNA 3.17 217

Olfr791 Increased Olfactory receptor 791 2.99 2.39

Gimap3 Increased GTPase, IMAP family member 3 2.96 3.64

Gm14169 Increased IncRNA 2.87 2.61

Olfr1221 Increased Olfactory receptor 1221 2.81 1.72

Rundc3a Increased RUN domain containing 3A 2.79 172

Harbil Increased Harbinger transposase derived 1 2.73 2.50
Crem Decreased cAMP responsive element modulator -4.02 150
2210408I21Rik Decreased RIKEN cDNA 2210408121 -2.76 157
Gm10548  Decreased Ribosomal protein L29 pseudogene -2.31 2.36
Tmem135  Decreased Transmembrane protein 135 -2.27 134
MpzI3 Decreased Myelin protein zero-like 3 -2.15 17
Becn? Decreased Beclin 2 -2.09 145

Duoxal Decreased Dual oxidase maturation factor 1 -2.03 2.32

Gm15217  Decreased ncRNA -1.94 2.14

Dnajcl1 Decreased DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C11 -1.89 134

Gm17116  Decreased ncRNA -1.89 1.38

4.2 ANOTA(;AO GENICA E ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DO
TRANSCRIPTOMA DE CELULAS B103 APOS A EXPOSICAO AO MeHg

Em seguida, investigamos as diferencas funcionais em resposta aos tratamentos
com MeHg na linhagem de células B103. Na menor concentracdo, os genes foram
enriquecidos principalmente para a atividade da esteroide desidrogenase (atividade 3-
beta-hidroxi-delta5-esterdide desidrogenase) e transducédo de sinal (Fig. 8A), sugerindo
uma possivel resposta da célula a hormonios e afetando vias de sinalizacdo, que
possivelmente podem servir como um mecanismo de protecdo para mitigar os efeitos

toxicos do MeHg nas células.
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Figura 8 Anotacdo funcional Gene Ontology (GO) dos DEGs da linhagem celular B103 apds 24 horas de
exposicdo ao MeHg. Em (a) linhagem exposta a concentracdo de 0,1 uM e (b) linhagem exposta a
concentragdo de 2,8 uM. O eixo X representa termos funcionais enquanto o eixo Y mostra os valores P de
enriquecimento ajustados na escala logl0 negativa. (GO:MF) fungdo molecular, (GO: BP) processos
bioldgicos e (GO:CC) componente celular.

A Dbiossintese de hormonios esteroides, como andrdgenos, estrogénios e
progestagénios, envolve a atividade da 3-beta-hidroxi-delta5-esteréide desidrogenase
(3B-HSD). Embora a relagdo especifica entre a exposi¢ao ao MeHg e a atividade de 3f3-
HSD ainda nédo tenha sido extensivamente estudada, algumas evidéncias sugerem que
baixas concentracbes de MeHg podem interromper as vias hormonais, incluindo a
producdo e o metabolismo de horménios esteroides na linhagem celular de carcinoma
adrenocortical humano (KNAZICKA et al., 2012). Além disso, estudos em animais
associaram a exposicdo ao MeHg a disfungcdo endocrina, incluindo esteroidogénese,
espermatogénese e niveis hormonais alterados (LETTIERI et al., 2022; STREET et al.,
2012). Essas descobertas enfatizam os riscos potenciais & salde associados & exposicao
ao MeHg e destacam a necessidade de mais pesquisas para entender completamente 0s
mecanismos e as implicagdes para a saude da desregulacdo endocrina induzida pelo
MeHg.

Outro termo que foi enriquecido em nossos resultados, ainda para a menor

concentracdo, foi ligacdo a serotonina (Fig.8A) (para fungdo molecular) associado ao
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enriquecimento da via de receptores de serotonina (Fig. 9A), sugerindo que a exposicao
ao MeHg afeta a ligagdo da serotonina, assim como a via de receptores desse
neurotransmissor. O MeHg € neurotoxico e pode acumular-se no cérebro (CRESPO-
LOPES et al.,, 2021). Uma vez neste 6rgdo, o MeHg pode afetar a regulacdo de
neurotransmissores, como por exemplo glutamato, dopamina e serotonina (SIBLERUD
et al., 2019). Oudar & Caillar & Fillion (1989) demonstraram os efeitos do mercurio
orgénico (MeHg) e inorganico em um sistema serotoninérgico in vitro. Estes autores
observaram que ambas as formas de mercurio inibiram a ligacao da serotonina em seus
receptores, 0 que corrobora nossos achados a respeito da analise GO e de via de receptores
de serotonina afetada pela exposi¢do ao MeHg.

Para a maior concentragcdo de MeHg, observamos um enriquecimento de genes
associados a atividade do transportador, particularmente o transporte de ions metalicos
(Fig. 9B). Esses achados sugerem que os efeitos toxicos do MeHg no sistema nervoso
podem ser mediados pela interrupcdo da atividade do transportador, o que pode levar ao
acumulo de ions metélicos dentro das células, levando ao estresse oxidativo e dano celular
(YOSHIDA et al., 2013). Além disso, a interrup¢do do transporte de ions metalicos nas
células pode ter implicacdes importantes para varios processos celulares, incluindo
expressdo génica, sintese de proteinas e atividade enzimaética, que dependem do
transporte e distribuicdo adequados de ions metalicos dentro da célula (GABBIANELLI
etal., 2013).

Adicionalmente, cinco vias de sinalizagéo foram afetadas por essa exposicao (Fig.
9B), dentre as quais trés estdo relacionadas a transporte de moléculas ou compostos, como
por exemplo a via de transporte transmembrana mediada por SLC, a qual apresentou 15
genes afetados em nossos resultados, sendo 12 regulados positivamente e 3 regulados
negativamente (todos estes genes apresentam ortélogos em humanos). As proteinas
transportadoras de soluto (SLC) assumem a fungdo de transportar solutos através da
membrana celular, e a maioria dos transportadores SLC s&o transportadores de influxo,
que intermediam principalmente a absor¢cdo de seus substratos nas células, embora
existam excecdes. SLCs desempenham papéis cruciais na manutencdo da homeostase
corporal e sdo expressos em tecidos-chave, como rim, figado, intestino e cérebro
(especificamente na barreira hematoencefalica) (ZHOU & SHU, 2022; LIU & PAN,
2019) principais 6rgdos onde o MeHg é acumulado no corpo (GUIDA et al, 2017, NOVO
etal., 2021).
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Além disso, o enriquecimento génico demonstrou ainda genes envolvidos no
desenvolvimento do sistema nervoso na maior concentragdo (Fig. 8B). Sugere-se que a
exposicdo a0 MeHg pode ter efeitos de longo prazo no sistema nervoso em
desenvolvimento, o que pode ter implicacBes para distirbios do neurodesenvolvimento,
incluindo aprendizado e memdria prejudicados e diminuicdo da neurogénese

(GRANDJEAN et al., 2010; CHOl et al., 2012; LLOP et al., 2014).
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Figura 9 Vias afetadas da linhagem celular B103 ap6s exposicdo ao MeHg por 24 horas. Em (a)
concentracdo de 0,1 pM e em (b) concentracdo de 2,8 uM. Os pontos destacados correspondem as vias
mais significativas. O eixo X representa as vias de sinalizacdo moleculares, enquanto o eixo Y mostra o0s
valores P de enriquecimento ajustados na escala 1og10 negativa.

A partir da analise dos genes diferencialmente expressos, buscou-se identificar
quais miRNAS estavam envolvidos na regulacdo destes genes. Assim, quando a linhagem
B103 foi exposta a concentracdo de 0,1 UM de MeHg, observou-se que 23 miRNAs foram
significativamente alterados (Fig. 10A), os quais foram associados a 129 vias (Fig.11). A
analise de enriquecimento das vias a partir dos DEGs regulados por esses miRNAS,
indicou que 79 genes estavam envolvidos na sinalizagcdo por MAPK, 56 genes na via
PI3k-Akt, 53 genes na adesdo focal e 52 na via de sinalizacdo de calcio. Ja para o
tratamento de 2,8 UM de MeHg, observou-se o total de 14 miRNAs afetados por essa
exposicdo (Fig. 10B), que foram envolvidos em 114 vias (Fig. 12). Os genes regulados

por estes miRNAs estdo envolvidos em 4 vias principais, séo elas: via de sinalizacdo
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MAPK com 74 genes, via PI3K-Akt com 58 genes, adesdo focal com 43 genes e regulacéo

do citoesqueleto de actina com 41 genes.
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Figura 10 miRNAs diferencialmente expressos da linhagem celular B103 apds 24 horas de exposi¢do ao MeHg.
Em (a) concentracdo de 0,1 uM e (b) concentracdo de 2,8 uM. Os pontos destacados correspondem aos cinco
miRNAs mais significativos. O eixo X representa 0s miRNAs afetados ap6s a exposi¢do, enquanto o eixo Y
mostra os valores P ajustados na escala 10910 negativa.
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Figura 11 Heatmap dos 23 miRNAs e vias afetadas da linhagem celular B103 apds exposicdo a
concentragdo de 0,1 uM MeHg.
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Figura 12 Heatmap dos 14 miRNAs e vias afetadas da linhagem celular B103 apds exposi¢do a
concentragdo de 2,8 uM MeHg.

Estes resultados estdo de acordo com nossos achados a respeito do enriquecimento
GO, que foi enriquecido em transducéo de sinal e sinalizacéo, para processos bioldgicos;
e das vias pelo REACTOME, o qual demonstrou que quando a linhagem B103 foi exposta
a concentracdo de 0,1 puM de MeHg, destacaram-se entre as vias enriquecidas a
sinalizacdo por GPCR e sinalizacdo downstream GPCR. Na concentracdo de 2,8 uM
demonstrou-se que a exposicdo a0 MeHg afeta a via de transducéo de sinal. De fato, as
vias de sinalizacdo MAPK, PI3K-PKB/Akt e adesao focal afetam a transducéo de sinal a
partir de sinais extracelulares especificos, por exemplo a ligacdo de receptores de
superficie celular, como os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) observados em
nossos resultados, que desencadeiam varias cascatas de eventos. Dentre essas vias,
destaca-se a via MAPK, a qual pode ainda ser ativada por estresses ambientais, como por
exemplo o estresse oxidativo e dano ao DNA, que também sdo efeitos da exposi¢édo ao
MeHg (MORRISON, 2012; ZHANG et al., 2002; CRESPO-LOPES et al., 2016;
PIEROZAN et al., 2016). Recentemente Fujimura & Usuki (2018) demonstraram que o
estresse oxidativo induzido pelo MeHg e a subsequente ativacdo da via p38 MAPK-
CREB contribuem para a hiperatividade neuronal cerebrocortical e subsequente morte
celular neuronal.

Ha poucos relatos da exposi¢édo ao mercurio e expressao de miRNAs na literatura,

um dos poucos estudos nesse sentido € o estudo de Ding et al. (2017), que investigou a



30

expressao de 418 miRNAs em trabalhadores expostos ao mercurio, e demonstrou que
quatro miRNAs (miR-16-5p, miR-30c-3p, miR-181a-5p e let-7e-5p) foram regulados
negativamente e quatro miRNAs (miR-92a-3p, miR-122-5p, miR-451a e miR-486-5p)
foram regulados positivamente em comparacdo ao grupo controle. Posteriormente,
confirmou-se por qRT-PCR que os miRNAs hsa-miR-92 a-3p e hsa-miR-486-5p foram
regulados positivamente no grupo expostos ao mercurio. Este estudo também demonstrou
que estes dois miRNAs sé@o fortemente regulados positivamente na linhagem celular
HEK-293 (proveniente de rim de embrido humano) e nas células HUVEC (células
endoteliais da veia umbilical humana) expostas ao cloreto de mercurio. Assim, este estudo
demonstrou que o mercurio pode alterar a expressdo de miRNAs, apesar de nao
observarmos em nossos achados miRNAs correspondentes aos acima citados.

Ainda a respeito dos miRNAs, observou-se que dos 23 miRNAs alterados na
linhagem B103 exposta a menor concentragdo de MeHg, oito miRNAs fazem parte da
familia miR-466 (miR-466-a/e/p/i/l/d//k-5p e miR-466i-3p). Na concentracao de 2,8 uM,
seis MiRNAs da familia miR-466 foram observados (miR-466q, miR-466 f/d/a/n- 3p e
miR-4661-5p). Além disso, os dois grupos tratados compartilharam 4 miRNAs (miR-
297¢c-5p, miR-297b-5p, miR-425-5p e miR-4661-5p).

Existem na literatura estudos que avaliaram a expressdo de miRNAs da familia
miR-466, como o trabalho de Shyamasundar et al. (2013) que buscou examinar o efeito
do diabetes materno na regulacdo de fatores epigenéticos em células tronco neurais
embrionaria de camundongos (CTN). Este estudo avaliou a expressao dos genes Dcx
(Doublecortin) e Pafahlbl (fator ativador de plaquetas acetil hidrolase, isoforma 1b,
subunidade 1) por haver uma relacdo entre a expressao deles com ma formacdo de
embrides na gravidez diabética. A partir da definicdo destes genes, os autores buscaram
identificar quais miRNAs estavam envolvidos na regulacdo deles. Em seus resultados,
estes autores observaram que quando as CTNs foram expostas a hiperglicemia, ocorreu
reducdo na expressdo de quatro microRNAs (mmu-miR-200a, mmu-miR-200b, mmu-
miR-466a-3p e mmu-miR-466d-3p) concomitantemente com um aumento na expressao
das proteinas Dcx e Pafahlbl e aumento na diferenciacdo neurogénica. O knockdown
dos quatro microRNAs nas CTNSs resultou no aumento da expressdo das proteinas Dcx e
Pafahlbl, confirmando a predi¢cdo dos genes-alvo e o destino alterado do CTNs. Em
nosso estudo, observamos que a exposi¢do da linhagem B103 a maior concentracédo de
MeHg (2,8uM) afetou a expressdo de dois dos quatro miRNAS observados no estudo de

acima citado, sdo eles: mmu-miR-466a-3p e mmu-miR-466d-3p. J& na menor
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concentracdo observou-se somente a expressdo do miRNA mmu-miR-466a-5p. Além
disso, entre os DEGs que compdem nossos achados destacou-se o gene Dcx, o qual foi
altamente regulado positivamente em nossos achados tanto em 0,1 quanto em 2,8 uM, o
que corrobora o trabalho acima citado.

Para vincular os resultados dos nossos transcritos com a variabilidade de
anormalidades fenotipicas encontradas em doengas humanas, foi utilizado o Human
Phenotype Ontology (HPO). Quando a linhagem B103 foi exposta as duas concentragdes
de MeHg observou-se que varios termos HPO foram enriquecidos, e que alguns se
destacaram no contexto da intoxicacdo por MeHg, os quais estdo listados na figura 13A
e 13B (0,1 e 2,8 uM respectivamente). Entre os termos HPO enriquecidos observou-se
que essa exposicdo (independente da concentracdo) pode causar anormalidades
fenotipicas, anormalidades nos sistemas nervoso e musculo esquelético, anormalidades
na morfologia do sistema nervoso e SNC e anormalidade da funcdo mental superior.
Adicionalmente, para a concentracdo de 0,1 uM destacaram-se ainda os termos HPO:
anormalidades na morfologia do cérebro e na fisiologia sistema nervoso. Para a
concentracdo de 2,8 uM, os dois altimos termos enriquecidos foram relacionados ao
neurodesenvolvimento: neurodesenvolvimento anormal e atraso no

neurodesenvolvimento.
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Figura 13 Termos HPO mais significativos da linhagem celular B103 ap6s 24 horas de exposi¢ao aoc MeHg.
Em (a) concentracdo de 0,1 uM e (b) concentracdo de 2,8 M. Os pontos destacados correspondem aos oito
termos HPO mais significativos. O eixo X representa os termos HPO apds a exposicdo, enquanto o eixo Y
mostra os valores P ajustados na escala log10 negativa.

Os danos no SNC relacionados ao mercurio tém sido extensivamente estudados
tanto em modelos animais como em seres humanos, principalmente porque SNC é o
principal e mais sensivel 6rgdo-alvo do MeHg. Sabe-se que a intoxicacdo por MeHg pode
causar varias disfungées no SNC, que tem como consequéncias disfungdes também no
sistema musculo esquelético, como deficiéncia visual, ataxia, parestesia, neurastenia,
perda auditiva, disartria, neurodegeneracdo, tremor muscular e hipotonia. Essas
alteracbes neuroldgicas podem estar associadas a danos bioquimicos, celulares e
histologicos induzidos pelo MeHg em diversas areas do SNC como cerebelo, hipocampo,
hipotdlamo, cortex pré-frontal e cortex visual, auditivo, sensorial e motor (DAY et al.,
2005; MILIONI, 2015; CRESPO-LOPES et al, 2015; DOS SANTOS et al., 2016;
PUTTY et al., 2019). Em seres humanos as alteracGes neuroldgicas mais frequentes
apresentadas sdo: distdrbio sensorial seguido de comprometimento motor e da
coordenacdo, fala motora, comprometimento auditivo, alteragbes visuais, perda do
quociente inteligente, disfungdo do humor e do comportamento (PUTY et al., 2019).
Adicionalmente, pacientes com doenca de Minamata do tipo fetal (ou seja, intoxicacao

grave causada por exposicao in Utero ao MeHg) nasceram durante o periodo de polui¢cdo
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severa por MeHg entre 0s anos de 1955-1959 no Japao, e apresentaram distlrbios no
desenvolvimento mental com sintomas semelhantes aos da paralisia cerebral, o que
consequentemente afetou o neurodesenvolvimento e a funcdo mental superior.
(SAKAMOTO & ITAI & MURATA, 2017, BELLINGER, 2018). Em uma revisao mais
recente, Saavedra et al. (2022) sugeriram que a exposi¢do alimentar materna ao MeHg
tem um impacto significativo no desenvolvimento fisico e neurolégico em criancas. Por
outro lado, a revisdo de Dack et al. (2022) relatou evidéncias de uma associacao fraca
entre a exposicao ao Hg e o neurodesenvolvimento de criancas. Entretanto, estes autores
ressaltam que os efeitos adversos do mercurio no neurodesenvolvimento podem ser mais
detectaveis acima de um certo limiar de exposicdo, e que as medidas atuais de
neurodesenvolvimento podem ser incapazes de detectar as pequenas mudangas que
ocorrem em niveis mais baixos de intoxicacdo. Alem disso, sabe-se que a exposicao aguda
ou cronica ao MeHg causam alteragdes morfologicas no sistema nervoso central. A
intoxicacdo aguda tem como consequéncia atrofias no cérebro (especificamente no
cerebelo), ponte e na medula. Além de causar, também, alteracdes no lobo occipital
direito, atrofia cortical e reducdo nas regides do hipocampo (ALBERS et al. 2020).
Quanto a exposi¢cdo cronica ao MeHg, recentemente foi descrito que esta intoxicacédo
pode causar reducdes significativas no volume da substancia cinzenta no talamo, cerebelo
e sulco calcarino; e no volume da substancia branca no cérebro e cerebelo (HIRAI et al.,
2023). Assim, observou-se que nossos achados, para ambas as linhagens estudadas (B103
e C6), estdo de acordo com a literatura no que diz respeito aos efeitos fenotipicos
decorrentes da exposi¢do ao MeHg.

Como nosso conjunto de transcritos para a linhagem B103 exposta ao MeHg foi
bem extenso, buscou-se destacar os DEGs com maiores FC para 0s dois grupos expostos.
Assim, no tratamento de 0,1 uM destacaram-se 0s genes Cdc42se2 (log2 FC -4.055713),
Dcx (log2 FC 3.618981) e 4930449C09Rik (log2 FC 3.5129156). Ja para a exposicao de
2,8 UM, os genes com maior FC foram Crem (log2 FC -4.027875), Otoa (log2
FC 3.501512) e Dcx (log2 FC 3.423433). Além dos genes acima citados, destacaram-se
0s genes Trim14, Gm14169, Gm30871, Otoa por serem compartilhados entre os dois
grupos expostos. Todos 0s genes citados possuem ortologos humanos, exceto os genes
4930449C09Rik, Gm14169 e Gm30871 que séo exclusivos de camundongos, € 0s dois
ultimos sdo genes preditos. Assim, nosso trabalho buscou caracterizar os genes com

maiores FC ou comuns aos dois grupos tratados com MeHg.
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O gene CDC42SE2, também conhecido como SPEC2, é um gene que codifica
pequenas proteinas de 79 a 84 aminoacidos, esta envolvido em processos de sinaliza¢éo
celular e regulacdo da transducao de sinal e esta localizado na membrana plasmatica. Em
humanos ha dois membros da familia SPEC, SPEC 1 e SPEC 2, os quais representam
uma nova familia de proteinas efetoras de ligacdo a CDC42. Ambos SPECs possuem uma
regido N-terminal conservada e um dominio CRIB, onde ocorre a ligacdo entre
Cdc42/Rac. Em nossos resultados observamos que ap6s a exposicao da linhagem celular
B103 a concentracdo de 0,1 uM de MeHg ocorreu a subexpressdo do gene Cdc42se2
(log2 FC -4.055713), correspondendo ao maior valor de alteracdo dos DEGs observados
para este tratamento. Fujimura et al. (2009) demonstraram que o MeHg regula
negativamente a expressdo de Cdc42 (proteina de ligacdo da Cdc42se2) e Racl em cultura
primaria de neurénios corticais embrionarias de ratos. Guo et al. (2013) demonstraram
que baixas doses de MeHg causam migracdo neuronal defeituosa no cortex cerebral de
ratos em desenvolvimento. Para esclarecer os mecanismos moleculares subjacentes a
migracdo defeituosa induzida pelo MeHg, estes autores determinaram o0s niveis das
proteinas Racl, Cdc42 e RhoA nos tecidos neocorticais de ratos embrionarios e infantis
por Western blotting. Foi observado que o MeHg interrompe a migracdo neuronal,
suprimindo a expressdo de Cdc42, Racl e RhoA. Vale destacar que a regulagéo negativa
Cdc42 foi mais acentuada em comparacao a Racl, o que corrobora nossos achados.

O gene Dcx codifica uma proteina citoplasmatica de ligacdo aos microtubulos,
que regula a dinamica do citoesqueleto e morfogénese, atua na migracao neuronal e esta
funcionalmente envolvida no crescimento e ramifica¢do do processo neuronal. Esse gene
esta associado a doencas como lissencefalia ligada ao cromossomo X e heterotopia em
banda subcortical, que sdo distdrbios raros de migracdo neuronal que ocorrem durante o
desenvolvimento do cérebro (SLEPAK et al., 2012; TSAI et al., 2016). Na linhagem
celular B103, o gene Dcx foi regulado positivamente em ambas as concentracGes testadas
(corresponde ao segundo gene com maior FC para 0,1 uM e terceiro maior FC para 2,8
K1M). Nossos achados sugerem que o gene DCX pode ser um gene chave para explicar as
alteracdes nos microtubulos (PENDERGRASS et al., 1997; MIURA et al., 1999), na
organizacdo do citoesqueleto, crescimento e migracdo neuronal (SLEPAK et al., 2012;
SCHAAR et al., 2004) descritas na literatura decorrentes da exposi¢cdo ao MeHg.

O terceiro maior FC obtido em nosso estudo corresponde ao gene
4930449C09Rik (RIKEN cDNA 4930449C09), o qual é exclusivo de camundongos. Em

nossos achados foi observado que este gene foi regulado positivamente quando a
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linhagem celular B103 foi exposta a concentracdo de 0,1 uM de MeHg. A proteina
codificada por este gene esta envolvida com a interacdo ou comunicagdo célula-célula
durante a espermatogénese ou fertilizacdo, e sua expressao tem inicio no estagio de
espermatocito (HOUNG et al., 2005). Este gene também foi relacionado como um
biomarcador para a identificacdo de sinais pré-doenca, que ocorrem antes da sindrome
metabdlica, em camundongos (KOIZUME et al., 2019). Entretanto, o papel deste gene na
intoxicagdo pelo MeHg e desconhecido.

O gene Crem pertence a familia de fatores de transcri¢cdo da proteina de ligacdo
do elemento de resposta ao CAMP (CREB), e tem como alvo genes com CREs (sitio de
ligacdo para Crem) em suas regifes reguladoras. Diferentes isoformas proteicas
codificadas por esse gene podem funcionar como ativadores ou repressores da
transcricdo. As proteinas CREB/CREM e outros membros da familia CREB regulam a
atividade transcricional e medeiam a transcricdo de muitos genes-chave em células
germinativas pos-meioticas durante todos os estagios da espermatogénese (MONACO et
al., 2004; WANG et al., 2018). Em nossos resultados, o gene Crem foi regulado
negativamente nas células B103 expostas a concentracdo de 2,8 UM de MeHg, maior FC
para esse tratamento. Ha poucos estudos que associam a exposicdo ao MeHg e fun¢édo
reprodutiva, um dos poucos nesse sentido é o de Da Silva et al. (2011), que demonstrou
que a exposicao de ratos wistar ao MeHg reduziu a contagem relativa de espermatozoides,
além da motilidade espermaética e o tempo de trénsito na cabeca/corpo do epididimo. N&o
ha até 0 momento estudos que associem a exposi¢do ao MeHg e expressao do gene Crem,
porém Wang et al. (2018) avaliaram a expressao genica e proteica de camundongos
expostos ao fluoreto de sodio (NaF), e observaram uma reducédo na expressdao de mRNA
de Crem, assim como a proteina Crem demonstrou uma reducdo significativa nos grupos
tratados. Nos animais observou-se uma reducédo na contagem e viabilidade espermatica e
aumento na porcentagem de espermatozoides malformados. Esses autores sugerem que
que a reducdo na expressdo genica e proteica de Crem estd associada ao
comprometimento das fungdes reprodutivas pelo NaF em camundongos. Em conjunto,
esses resultados sugerem que a regulacdo negativa do gene Crem ap0s exposi¢ao ao
MeHg possa estar envolvida ao comprometimento das funcGes reprodutivas, entretanto
sd0 necessarios mais estudos para confirmar tal hipotese.

A proteina otoacorina, codificada pelo gene OTOA (Otoancorin) é expressa
especificamente no ouvido interno e esta localizada na interface entre a superficie apical

do epitélio sensorial do ouvido interno e seus geis acelulares. Mutac6es neste gene estdo
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associadas a surdez autossémica recessiva 22 e surdez neurossensorial ndo sindrémica
autossdmica recessiva tipo DFNB22 (KIM et al., 2019). Além disso, o0 HPO associa este
gene a anormalidade auditiva, deficiéncia auditiva, deficiéncia auditiva neurossensorial e
anormalidade da orelha. Em nosso estudo, foi observado que o gene Otoa foi regulado
positivamente na linhagem celular B103 exposta as duas concentra¢Oes testadas de
MeHg. Nesse sentido, Wassickk & Yonovitz (1985) foram alguns dos primeiros autores
a demonstrar uma associacao entre a exposi¢do de camundongos ao MeHg a déficits
auditivos. Hoshino et al. (2012) compila varios estudos em sua revisdo sistematica que
confirmam a associacdo de Hg e perda auditiva em varios modelos experimentais. Dessa
forma, nds sugerimos que o aumento na expressdo do gene Otoa possa estar relacionado
com a perda na audicdo como consequéncia da exposicdo ao MeHg, entretanto mais
estudos sao necessarios para confirmar esta hipotese.

TRIM 14 é um gene que codifica uma proteina da tripartite motif Family (TRIM), a
qual é composta por mais de 60 membros, dentre 0s quais acredita-se que possam ser
mediadores de varios processos bioldgicos, como por exemplo regulacdo da imunidade
inata. TRIM14 esta localizada na membrana externa da mitocondria e é caracterizada
como um mediador na resposta imune contra a infeccdo viral, que facilita a resposta
imune mediada por varios receptores. Entretanto, a funcao bioldgica desta proteina ainda
é desconhecida (ZHOU et al., 2013; YANG et al., 2020). Em nossos resultados, a
expressao do gene Trim 14 foi regulada positivamente quando a linhagem B103 foi
exposta as concentracdes de 0,1 e 2,8 UM de MeHg. Até onde sabemos este é o primeiro
estudo demonstrando que o Trim 14 foi regulado positivamente em linhagem celular

expostas ao MeHg.

4.3 MODULAGCAO DO PERFIL TRANSCRIPTOMICO DE CELULAS C6 APOS
EXPOSICAO AO MeHg.

A andlise dos transcritos da linhagem C6 exposta a duas concentracdes de MeHg
demonstrou que no tratamento de 0,1 uM um total de 812 genes sofreram alteracdo na
expressdo genica (200 genes foram regulados positivamente, 612 foram regulados
negativamente) quando comparado ao controle (Fig. 14A; Tabela suplementar 3). Entre
estes genes, destacaram-se dez transcritos com FC maior que 3 (Aldhl1l2, Dacl, Rps4l,
Zbtb46, 6430573p05Rik, Tcfl2, Awat2, Muc3, Dclrelb, Slc38a6) (Tabela 3). No
tratamento de 6,3 UM, o numero total de DEGs aumentou para 872, dentre os quais 395

genes foram regulados positivamente e 477 genes foram regulados negativamente (Fig.
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14B; Tabela suplementar 4). Ao contrario do que foi observado para a concentracéo de

0,1 UM, para esse grupo exposto apenas trés genes foram alterados mais de 3 vezes
(Rps4l, Ankdr4d4 e 2610318N02Rik) (Tabela 4). Vale ressaltar que dos 20 genes com

expressao diferencial destacados para cada grupo exposto ao MeHg (0,1 e 6,3 uM), trés

genes foram compartilhados entre os tratamentos (Rps4l, Lamb 3 e Gm 41386).
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Figura 14 Analise dos genes diferencialmente expressos da linhagem celular C6 apds 24 horas de
exposicdo ao MeHg. Graficos vulcanos representativos de dados de microarray demonstrando genes
regulados positivamente (pontos vermelhos) ou regulados negativamente (pontos azuis) pelos tratamentos
de (a) 0,1 uM e (b) 6,3 UM MeHg ap6s 24h. Destacamos 0s dez genes up- e down regulados mais
significativos em ambos os tratamentos. Os pontos cinzas representam os genes sem expressao diferencial.

Table 3. Os 20 principais DEGs observados na linhagem celular C6 apds 24 horas de

exposicao a concentracdo de 0,1 uM de MeHg.

Gene ID Change Description Fold change (log2)  Significance (-Log10)
Rps4l Increased Ribosomal protein S4-like 3,2187722 1,392610212
Slcl12a2 Increased  Solute carrier family 12, member 2 2,790833 2,1193529
Acaca Increased Acetyl-Coenzyme A carboxylase 2,7258525 1,382823596
alpha
Cd9o9 Increased CD99 antigen 2,5581508 2,462599288
Lamb3 Increased laminin, beta 3 2,4283774 1,439649557
Gm41386 Increased ncRNA 2,3489003 1,446466612
Fam169b Increased family with sequence similarity 2,3447633 2,771755471
169, member B
Ccdc141 Increased  Coiled-coil domain containing 141 2,3428946 1,328341131
D7Ertd443e Increased  DNA segment, Chr 7, ERATO Doi 2,2677217 2,080828727
443
Rps24 Increased Ribosomal protein S24 2,0418315 1,406674881



Aldh1l2
Dactl
Zhtb46
6430573P05Rik

Tcfl2
Awat2

Muc3
Dclrelb

Slc38a6

Tigd4

Decreased

Decreased

Decreased

Decreased

Decreased
Decreased

Decreased
Decreased

Decreased

Decreased

Aldehyde dehydrogenase 1 family,
member L2

Dishevelled-binding antagonist of
beta-catenin 1

Zinc finger and BTB domain
containing 46
RIKEN cDNA 6430573P05
Transcription factor 12
Acyl-CoA wax alcohol
acyltransferase 2
Mucin 3, intestinal
DNA cross-link repair 1B

Solute carrier family 38, member 6

Tigger transposable element
derived 4

-3,5891192
-3,3349226
-3,2096238
-3,1973913

-3,1442218
-3,1318574

-3,1290915
-3,0551953

-3,052974

-2,8354948

38

1,622509723
1,302410726
1,391042197
1,624654461

1,401771486
2,935549499

1,343420889
1,331572613

1,411727621

4,617982957

Table 4. Os 20 principais DEGs observados na linhagem celular C6 ap6s 24 horas de

exposicao a concentracdo de 6,3 uM de MeHg.

Name Change Description Fold change (log2)  Significance (-Log10)
Tmtcl Increased Tra”SmeT;%r:a’lecz?]‘:;fgirﬁgifOpeF’“de 2,4856088 3,500066809
Magedl Increased Melanoma antigen, family D, 1 2,8850684 2,611949783
Gstm7 Increased Glutathione S-transferase, mu 7 2,3889277 2,653562659
Pax2 Increased Paired box 2 (Pax2) 2,7819583 2,288360002
Prrl6 Increased Proline rich 16 2,6133332 2,265144388
Ltb Increased Lymphotoxin B 2,8015792 2,123497403
Gm41386 Increased ncRNA 2,469609 1,420209009
Rps4l Increased Ribosomal protein S4-like 3,3716965 1,362164874
Lamb3 Increased Laminin, beta 3 2,477415 1,370241495
Ankrd44 Increased Ankyrin repeat domain 44 3,3023992 1,311651825
Sipalll Decreased ©'9nal-induced Fi“l’i"i‘;e;a“"”'asso‘:iawd -2,8241448 2,116373991
Gpx5 Decreased Glutathione peroxidase 5 -2,2534204 2,003899
Fam7lb  Decreased 2y With fﬁg;‘neg‘eie;im"a”ty L -2,3901517 1,893030486
3110070M22Rik Decreased RIKEN cDNA 3110070M22 -2,6430583 1,533848474
Gpcb Decreased Glypican 5 -2,2827933 1,9612224
2610318N02Rik Decreased RIKEN cDNA 2610318N02 -3,0360851 1,477595742
Srst Decreased T2 mRNA -2,4016821 1,641277794
Kbtbd6 Decreased <IN repeatcag‘nﬁrzﬁg(zoz) domain -2,3975034 1,336796301
Lrrcl Decreased Leucine rich repeat containing 1 -2,8281288 1,389417229
Exoc2 Decreased Exocyst complex component 2 -2,5763571 1,303287444




39

4.4 ANOTAQAO GENICA E ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DO
TRANSCIPTOMA DA LINHAGEM CELULAR C6 APOS EXPOSICAO AO MeHg
A fim de investigar as funcOes afetadas apds a exposicéo da linhagem celular C6
ao MeHg, foi realizado a analise de enriquecimento dos DEGs. Os termos GO mais
significativos para a concentracdo de 0,1 uM foram ligacdo a proteinas e ligacdo a
pequenas GTPases, para fungdo molecular (Fig. 15A). Quanto ao enriquecimento de vias,
a exposicgdo da linhagem celular C6 a menor concentracdo de MeHg afetou 10 vias de
sinalizacdo, das quais 3 estdo associadas a Rho GTPases (Fig. 16A). Puty et al. (2022)
demonstraram em seu estudo, utilizando a linhagem celular U87 (glioblastoma humano)
expostas a 0,1 pM MeHg, que os termos GO mais significativos foram ligacéao e ligacéo
a proteinas, e entre as vias afetadas ap0s a exposicao destacou-se a via de sinalizagdo por
Rho GTPase. Estes achados estdo de acordo com nossos resultados. Vale destacar que as
Rho GTPases estdo envolvidas principalmente com a regulacdo da migracéo celular e a

exposicdo ao MeHg afeta esta funcdo (SADOK & MARSHAL, 2014; GUOA et al.,
2013).
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Figura 15 Anotacdo funcional Gene Ontology (GO) dos DEGs da linhagem celular C6 apds 24 horas de
exposicdo ao MeHg. (a) Linhagem exposta a concentracdo de 0,1 uM e (b) Linhagem exposta a
concentragdo de 6,3 uM. O eixo X representa termos funcionais enquanto o eixo Y mostra os valores P de
enriquecimento ajustados na escala log10 negativa. (GO:MF) Fungdo molecular, (GO: BP) processos
biologicos e (GO:CC) componente celular.
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No que diz respeito a maior concentracdo de MeHg (6,3 pm), foi observado que
os termos GO mais enriquecidos estdo associados principalmente ao citoesqueleto
(ligacdo de proteinas do citoesqueleto, organizacdo do citoesqueleto de actina e
citoesqueleto) (Fig. 15b). A exposicdo ao MeHg induz alteracbes nos microtubulos e
citoesqueleto, além disso afeta a regulacdo de genes ligados a organizacao dessa estrutura
(PUTY etal., 2022; BITTENCOURT et al. 2017). De fato, o citoesqueleto ja foi proposto
como um ponto final para citotoxicidade do MeHg, uma vez que o desequilibrio oxidativo
e mecanismos mediados pelo glutamato culminam com a ruptura dessa estrutura e
posterior morte celular por apoptose em neurénios de ratos. Sabe-se também, que o MeHg
causa citotoxicidade por meio do desequilibrio redox em astrocitos de ratos, levando a
interrupcdo da homeostase do citoesqueleto, que tem como consequéncia a morte celular
por necrose (PIEROZAN et al., 2016).

Em nosso estudo, o enriquecimento das vias de sinalizacdo dos DEGs indicou
mudangas significativas em um total de 23 vias pela concentracdo de 6,3 UM de MeHg
(Fig. 16B). Entre estas vias destaca-se a via de metabolismo, que foi a mais significativa
nesse grupo. A exposicdo da linhagem celular U87 ao MeHg demonstrou que essa
substancia afeta o0 metabolismo celular e induz a regulacdo de genes associados ao
metabolismo. Além disso, a analise proteica das glandulas salivares de ratos expostos ao
MeHg demonstrou que essa substancia afeta a classe de proteinas relacionadas com vias
metabolicas (PUTY et al., 2022; BITTENCOURT et al. 2017) corroborando nossos
achados.
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Figura 16 Vias afetadas da linhagem C6 apds exposi¢do ao MeHg por 24 horas. Em (a) concentracdo de
0,1 puM e em (b) concentracéo de 6,3 M. Os pontos destacados correspondem as vias mais significativas.
O eixo X representa as vias de sinalizacdo moleculares, enquanto o eixo Y mostra os valores P de
enriquecimento ajustados na escala log10 negativa.

A avaliacdo do perfil de expressédo de miRNA para a linhagem celular C6 exposta
a concentragdo de 0,1 pM de MeHg, demonstrou que 23 miRNAs foram
significativamente afetados por essa exposicdo (Fig. 17A). A analise de enriquecimento
dos DEGs regulados por esses miRNAs indicou que 141 vias foram associadas a estes
mIiRNAS (Fig. 18). Dentre as vias identificadas, 119 genes foram envolvidos na via de
sinalizacdo PI3K-Akt, 100 genes foram associados a via MAPK, 80 genes a adesdo focal
e 59 genes a regulacdo do citoesqueleto de actina (Fig. 17B). No tratamento de 6,3 pM
de MeHg, observou-se mudancas significativas em 24 miRNAs, que foram associados a
regulacdo de 152 vias (Fig. 19). De forma interessante, as vias enriquecidas pelos DEGs
regulados por esses mMiRNAS foram semelhantes as vias para a concentracao de 0,1 pM.
Dessa forma, destacaram-se as vias de sinalizacdo PI3K-Akt e MAPK, a adesdo focal e a

regulacéo do citoesqueleto de actina com 136, 117, 78 e 77 genes, respectivamente.
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Figura 17 miRNAs diferencialmente expressos da linhagem C6 ap6s 24 horas de exposi¢do ao MeHg. Em
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Figura 18 Heatmap dos 23 miRNAs e vias afetadas da linhagem celular C6 ap6s exposicéo a concentragao
0,1 uM de MeHg

Color Key

Figura 19 Heatmap dos 24 miRNAs e vias afetadas da linhagem celular C6 ap6s exposic¢éo a concentragao
6,3 UM de MeHg.

Estes resultados estdo de acordo com nossos achados a respeito das vias alteradas
apos a exposicao da linhagem celular C6 ao MeHg. O enriquecimento de vias dos DEGs
utilizando o REACTOME demonstrou que quando a linhagem C6 foi exposta a menor
concentracdo de MeHg, destacaram-se as vias de transcricdo da RNA polimerase I,
transducéo de sinal e sinalizacdo por Rho GTPases. Na maior concentracdo, demonstrou-
se que a exposi¢cdo ao MeHg afeta as vias sinalizacdo por GPCR e transducéo de sinal.
Sabe-se que a via PI3K /Akt é uma via de transducdo de sinal intracelular altamente
conservada, quando totalmente ativa medeia numerosas fungdes celulares, incluindo
angiogénese, metabolismo, crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular; sintese
proteica, transcrigdo e apoptose (HEMMINGS & RESTUCCIA, 2012). Os modulos de
proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) contendo trés proteinas quinases
sequencialmente ativadas sdo componentes-chave de uma série de vias de transdugéo de

sinal vital, que regulam processos como proliferacdo, diferenciacdo e morte celular em
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eucariotos, leveduras e humanos. Cada cascata de sinalizagdo é iniciada por sinais
extracelulares especificos, como intera¢cbes com uma pequena GTPase (familia Rho
GTPases, Cdc42 e Rac), fatores de crescimento ou estresses ambientais. Uma vez ativada,
0 modulo MAPK fosforila diversos substratos-alvo no citosol e no nucleo, incluindo
fatores de transcricdo que modulam a expressdao génica (MORRISON, 2012;
MARQUINA et al., 2022).

Em uma analise mais aprofundada a respeito dos miRNAs, observou-se ainda que
dos 23 miRNAs que foram alterados ap0s a exposicdo da linhagem C6 a menor
concentracdo de MeHg, trés compdem a familia miR-466 (miR-466 f/i- 3p e miR-466q).
Na maior concentracéo, seis do total de 24 miRNAs afetados pelo MeHg fazem parte da
familia miR-466 (miR-466 k/q, miR-466f-3p, miR-466 1/d/i- 5p). Além disso, entre 0s
dois grupos expostos nove miRNAs foram compartilhados (miR-7b-5p, miR-17-5p, let-
7b-5p, MiR-466(, miR-466f-3p, miR-467f, miR-149-5p, miR-669c-3p, miR-340-5p).

Ha poucos estudos na literatura que associem a intoxicacdo por MeHg a niveis de
expressdo de miRNAs. Li et al. (2015) avaliaram o perfil expressdo de miRNAs de
placentas humanas expostas a poluentes ambientais, entre eles 0 mercurio. Estes autores
observaram gue o alto nivel de Hg foi associado a expressao reduzida de 17 miRNAs nas
amostras, dentre 0s quais destacou-se a familia let-7 com seis miRNAs (let-7a, let-7b, let-
7c, let-7d, let-7g, e let-7i). Em nosso estudo, observou-se que na linhagem celular C6 o
let-7b-5p foi afetado pelas duas concentracdes de MeHg, corroborando esses achados.

Como estudos relacionando a exposicdo ao MeHg e miRNAs sdo escassos,
buscou-se estudos que que avaliassem a exposicdo a metais e a expressdao de miRNAs.
Nesse sentido, o trabalho de Liu & Bain (2018) demonstrou que o arsénico (As) pode
prejudicar a diferenciacdo de células-tronco, alterando a expressdo de varios miRNAs,
incluindo miR-9, miR-92a, miR-199a, miR-291a, miR-709 e membros do agrupamento
miR-466-467-669. Em nosso estudo, quando a linhagem celular C6 foi exposta ao MeHg
observou-se que varios miRNA da familia miR-466, e dois miRNAs das familias miR-
467 (um) e miR-669 (um) foram afetados por essa exposicdo, entretanto somente 0s
miRNAs miR-466-q (0,1 e 6,3 uM) e miR-9-5p (apenas para o tratamento de 6,3 UM)
corroboram os achados acima citados. Sabe-se que miR-9 é especifico do cérebro e sua
inibicdo afeta a neurogenese em células tronco embrionarias (KRICHEVSKY et al.,
2006). Dessa forma, sugere-se que a expressdao dos miRNAs observados em nossos
estudos possam estar envolvidos com os efeitos do MeHg na neurogenese ja descritos na
literatura (dos SANTOS et al., 2016).
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Para correlacionar os genes diferencialmente expressos na linhagem C6 com
anormalidades fenotipicas encontradas em doengas humanas, utilizamos o Human
Phenotype Ontology (HPO). Observamos que para ambas as concentragfes os termos
foram enriquecidos principalmente em anormalidades envolvendo o sistema nervoso
(Fig. 20A e 20B). Nesse sentido, 0os termos comuns nas duas concentracdes foram:
anormalidades fenotipicas, anormalidades nos sistemas nervoso e musculo esquelético,
anormalidades na morfologia do SNC e neurodesenvolvimento anormal. Em adigéo, para
a concentracdo de 0,1 UM destacaram-se ainda os termos: hipotonia, baixo QI e
aplasia/hipoplasia envolvendo o SNC. Para o tratamento de 6,3 uM, os termos HPO
exclusivos foram: anormalidade na funcdo mental superior e na morfologia do cérebro, e

atraso no neurodesenvolvimento.
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Figura 20 Termos HPO mais significativos da linhagem celular C6 ap6s 24 horas de exposi¢do ao MeHg.
Em (a) concentracdo de 0,1 uM e (b) concentracdo de 6,3 uM. Os pontos destacados correspondem aos oito
termos HPO mais significativos. O eixo X representa os termos HPO apds a exposicéo, enquanto o eixo Y
mostra os valores P ajustados na escala log10 negativa.

Buscando restringir nosso conjunto de DEGs para a linhagem C6 exposta ao
MeHg, optou-se por destacar os genes com maiores FC para as duas concentracoes
testadas. Assim, no tratamento de 0,1 UM destacaram-se os genes Aldhll2 (log2 FC -
3.5891192), Dactl (log2 FC -3.3349226) e 6430573P05Rik (log2 FC -3.1973913). Com
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relagdo a exposicao de 6,3 UM, os genes com maior FC foram Rps4l (log2 FC 3.3716965),
Ankrd44 (log2 FC 3.3023992) e 2610318N02Rik (log2 FC -3.0360851). Entre os dois
grupos expostos (0,1 e 6,3 uM) trés genes foram compartilhados, sdo eles: Rps4l, Lamb3
e Gm 41386. Todos o0s genes acima citados possuem ortologos humanos, exceto 0s genes
6430573P05Rik, 2610318N02Rik, Rps4l e Gm 41386 que sdo exclusivos de
camundongos, e o Ultimo gene é predito. Assim, nosso estudo buscou caracterizar 0s
genes com maiores FC ou comuns aos dois grupos expostos ao MeHg.

O gene ALDH1L2 (aldeido desidrogenase 1 membro da familia L2) codifica uma
enzima mitocondrial envolvida no metabolismo do folato, que converte 10-
formiltetraidrofolato (10-fTHF) em THF (tetrahidrofolato) e CO2 em uma reacao
dependente de NADP+. Embora o significado biol6gico desta enzima ndo seja totalmente
compreendido, foi relatado que a reacéo catalisada por ALDH1L2 é uma importante fonte
de NADPH nas mitocondrias. O NADPH produzido nessa reacdo é necessario para a
reducdo da glutationa oxidada (GSSG), e a perda do gene ALDH1L?2 altera a relacdo
GSH/GSSG. Isso, por sua vez, diminui a capacidade das mitocondrias de eliminar
espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse oxidativo (KRUPENKO &
KRUPENKO, 2018). Sabe-se, também, que a perda desse gene afeta tanto a morfologia
mitocondrial quanto o pool de metabolitos relevantes para a p-oxidacgao de acidos graxo,
além de desregular o metabolismo lipidico que leva a redugdo nos niveis de ATP nas
mitocondrias (SARRET et al.; 2019; KRUOENKO et al., 2020). Em nosso estudo, o0 gene
Aldh112 foi regulado negativamente na linhagem celular C6 apds a exposicao de 0,1 uM
de MeHg, sendo este o gene com maior FC nesse grupo tratado. De fato, a exposi¢ao ao
mercurio causa disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo tanto in vitro quanto in vivo
em diferentes modelos experimentais (FUJIMURA & USUKI, 2018; LEE et al., 2016;
ZAO et al.,, 2020; NOGUEIRA et al. 2021; NOGUEIRA et al. 2019; SOUSA-
RODRIGUES et al., 2021; PIEROZAN et al., 2016; BITENCOURT et al., 2017;
ARRIFANO et al., 2021), e a forte regulacdo negativa deste gene pode estar envolvida na
origem dos danos relacionados ao estresse oxidativo subjacente aos efeitos citotoxicos do
MeHg.

Os genes DACT (dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 1; ou
Dapper/MDpr/ Frodo) codificam uma familia de trés membros de proteinas que sdo
encontrados em vertebrados, os quais tém papéis importantes na regulacéo da sinalizacao.
DACT1 é um membro da familia DACT, e a proteina codificada por este gene pertence a

familia dapper, caracterizada pela presenga do motivo de ligacdo de PDZ no C-terminal.
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Este gene desempenha um papel especifico na modulacéo das vias de sinalizagdo Wnt
candnicas e ndo candnicas por meio da interacdo com proteinas da familia DSH
(Dishevelled), e dependendo do seu estado de fosforilacdo este gene pode tanto ativar
quanto inibir essas vias. O Dactl desempenha um importante papel em varios processos
durante o desenvolvimento de vertebrados, incluindo gastrulacdo e movimentos
morfogenéticos, somitogénese, desenvolvimento da notocorda e da cabeca e formagéo do
coragdo. Além disso, este gene € expresso durante a miogénese esquelética em galinhas e
camundongos e € modulado em doengas musculares humanas. Mutagcfes no gene Dact
1/DACT 1 estdo relacionadas a defeitos no fechamento do tubo neural em camundongos
e em seres humano, uma vez que essas mutacOes levam a sinalizacdo desregulada da via
de polaridade celular planar (Wnt ndo candnica), a qual desempenha um papel critico no
fechamento do tubo neural. Além disso, mutacdes nos genes VANGL 1 e VANGL 2
(genes chaves para mesma via), desempenham papeis importantes nesses defeitos em
seres humanos (KIBAR et al., 2007; SHI et al., 2012; HOU et al., 2014; HOU et al., 2019;
CONTRICIANI et al., 2021). Em nosso estudo, os genes Dact 1 e Vangl 1 foram
regulados negativamente quando a linhagem celular C6 foi exposta a concentracdo de 0,1
UM de MeHg (a alteracdo em Dact 1 foi correspondente ao segundo maior FC para este
grupo tratado). A expressdo do gene Dact 1 foi relacionada com distrofias e doencas
musculares como a miopatia quadriplégica aguda, na qual este gene foi regulado
negativamente (CONTRICIANI et al., 2021). De fato, a intoxicacdo por mercurio é
conhecida por causar miopatia, uma vez que este metal causa alteracGes no diametro das
fibras musculares, atrofia e até mesmo necrose da fibra muscular, o que pode estar
relacionado com os sintomas de coordenacgao motora descritos ap6s a intoxicagdo por este
metal (GONCALES, 2021; COPAN et al., 2015; ALBERS et al. 2020). Por outro lado, a
regulacéo positiva do gene DACT1 foi descrita no desenvolvimento normal da placenta
humana. A expressdo de DACT1 aumenta a partir da sétima semana gestacional,
momento em que O sistema nervoso, 0ssos e outros tecidos estdo mais desenvolvidos
(HOU etal., 2014). A exposicéo intrauterina ao MeHg ocorre por conta da sua capacidade
de atravessar a barreira placentaria podendo causar varias consequéncias para o feto, tais
como aborto espontaneo e morte apos 20 semanas de gestacdo (DOS SANTOS et al.,
2016). Nesse sentido, sugere-se que a regulacdo negativa do gene Dactl em nosso estudo
pode estar relacionada com um mal desfecho para a gestacao.

O gene 6430573P05Rik (RIKEN cDNA 6430573P05) também conhecido como
Gm1648 representa o terceiro maior FC da linhagem celular C6 ap6s a exposi¢do a
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concentracdo de 0,1 UM de MeHg. Este gene € um ncRNA exclusivo da espécie Mus
musculus, logo ndo possui ortélogo em seres humanos. Nosso trabalho demonstrou que
6430573P05Rik foi regulado negativamente para esse grupo tratado. Até onde sabemos,
este € o primeiro relato da associacdo deste gene com a intoxicacdo por metais.

O gene Rps4l (ribosomal protein S4-like) foi regulado positivamente em nossos
achados, e corresponde ao gene com maior FC quando a linhagem C6 foi exposta a
concentracdo de 6,3uM. Além disso, esse gene teve sua expressdo aumentada em ambas
as concentracdes testadas. A proteina ribossémica semelhante a S4 recebeu este nome
por apresentar uma sequéncia de aminoacidos 93% idéntica da proteina ribossémica S4
ligada ao X (Rps4x). O gene que codifica essa proteina é um pseudogene exclusivo da
espécie Mus musculus, e sua expressdo ocorre predominantemente no testiculo de
camundongos. O Rps4l foi detectado de forma ubiqua no citoplasma de células
germinativas masculinas em testiculos de camundongos adultos e juvenis. Adicionado a
isto, sugere-se um potencial envolvimento de proteinas ribossémicas, como a Rps4l, na
espermatogénese por meio da tradugdo. Uma vez que, a expressdo anormal de genes de
proteinas ribossdmicas afeta a biogénese do ribossomo, que é essencial para a traducéo
em todas as células (SUGIHARA et al., 2013). N&o ha, até 0 momento, outros relatos de
expressao genica deste gene relacionado a exposi¢do por metais, sendo este o primeiro
estudo que demonstrou esta associacao.

O Gene Ankrd44, Ankyrin Repeat Domain 44, codifica a proteina Serina/treonina-
proteina fosfatase 6 reguladora da subunidade B de repeticdo de anquirina. Acredita-se
que a funcdo desta proteina seja o reconhecimento de substratos de fosfoproteinas,
entretanto sua fungdo nédo foi totalmente elucidada (OHAMA, 2018; ZIEMBIK et al.,
2017). Sabe-se, porém, que a associacdo entre subunidades da proteina fosfatase-6 e
Ankdrs 28 e 44 induziram mitose anormal em cultura de células de melanoma (GOLD et
al., 2014). Em nossos achados, o gene Ankrd44 foi regulado positivamente na linhagem
celular C6 exposta a concentracdo de 6,3 UM de MeHg, sendo o segundo maior FC para
este grupo tratado. Nao encontramos outros registros na literatura que associem este gene
a intoxicagao por metais, sendo este o primeiro registro nesse sentido.

O terceiro gene mais significativo (FC-3.0360851) da linhagem C6 ap6s o
tratamento de 6,3 UM de MeHg, foi o gene 2610318NO2Rik (RIKEN cDNA
2610318N02), o qual é exclusivo de camundongos e foi regulado negativamente em
nosso estudo. Ha poucos relatos sobre este gene na literatura, e nenhum deles relacionado

a intoxicagdo por metais. Além disso, nenhuma fungdo conhecida foi relatada para este
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gene. Até 0 momento 0 que se sabe é que 0 gene 2610318NORik pode ser regulado
negativamente por TGF-B1- fator transformador de crescimento beta 1 (CASTRO et al.,
2014).

O Gene LAMBS3 (Laminina Subunidade Beta 3) codifica a proteina laminina beta
3, que juntamente com as subunidades gama e alfa formam a laminina332, anteriormente
conhecida como laminina 5, que pertence a familia de proteinas da membrana basal. Esta
proteina é considerada essencial para juncdo dermoepidérmica, sendo considerada uma
ponte molecular entre os queratindcitos basais da epiderme e a derme subjacente. Dessa
forma, a laminina 332 atua como suporte para adesdo dermoepidermica. Mutagdes nos
genes que codificam as subunidades de laminina332, como o gene LAMB3, podem ter
como consequéncia a auséncia ou reducdo dessa proteina, o que resulta na sua perda de
funcdo. Entre as doencas relacionadas a mutacfes no gene LAMBS3, estdo a epidermolise
bolhosa juncional tipo Herlitz e epidermoélise bolhosa benigna atréfica generalizada.
Sendo este gene responsavel por cerca de 80% dos casos graves dessas doencas
(MARIATH et al., 2020; TAN et al., 2022). O gene Lamb3 foi regulado positivamente
em nossos achados, tanto na concentragéo de 0,1 quando 6,3 LM. N&o encontramos outros
relatos na literatura da expressdo aumentada deste gene quando exposto ao MeHg ou a
metais, sendo este o primeiro relato.

Assim, nossos resultados demonstraram que a exposicao a baixas concentracfes
de MeHg (ndo citotdxicas) e concentracdes que correspondem a Lc50 podem modular
significativamente o transcriptoma das linhagens celulares B013 e C6 apds 24 horas de
exposicdo. Além disso, foi demonstrado ainda que esta exposicdo afeta a ligacdo de
proteinas, como a serotonina, pequenas GTPase e proteinas do citoesqueleto; assim como
a transducdo de sinal e a atividade do transportador de ions. No que diz respeito a
transducdo de sinal, observou-se que a ligacdo de segundos mensageiros, tais como a
ligacdo do GPCR e RHO GTPases, foi demonstrada tanto entre vias enriquecidas pelo
REACTOME quanto pelas vias moduladas por meio dos miRNAs reguladores. Entre as
principais vias de transducdo de sinal associadas a esta exposic¢ao estdo as vias MAPK,
PI3K-akt, adeséo focal e a via de regulagédo do citoesqueleto de actina.

Nosso estudo demonstrou também que dois importantes genes relacionados a
migracdo celular, Dcx e Cdc42se2, tiveram sua expressao regulada pelo MeHg e podem
ser genes chaves para explicar os mecanismos pelos quais essa substancia afeta a
migracao. Outro gene destacado em nossos achados foi o gene Crem, que pode explicar

a associacao entre a exposicao ao MeHg e o comprometimento de fungdes reprodutivas.



50

Sabe-se que a exposi¢cdo ao MeHg tem como uma de suas consequéncias a perda ou
comprometimento auditivo, o que pode ser explicado pela regulacéo da expressdo do gene
Otoa observada em nosso estudo. Observou-se, ainda, que a intoxicacdo pelo MeHg
regulou a expressao do gene Aldh112, a qual pode estar envolvida na origem dos danos
relacionados ao estresse oxidativo decorrentes do MeHg, e do gene Dact 1. A expressédo
do gene Dact 1 ja foi associada a distrofias musculares, como a miopatia quadriplégica
aguda, e ao desenvolvimento normal da placenta humana que estdo intimamente
associados com a intoxicacdo pelo MeHg. Além desses genes, também foi observado que
a exposicdo ao MeHg causa mudancgas significativas na regulacdo dos genes
4930449C09Rik, Trim14, 6430573P05Rik, 2610318N02Rik, Rps4l, Ankrd44 e Lamb3.
Até o momento ndo ha outros registros que associem a intoxicacdo por metais a estes
genes, sendo este o primeiro estudo nesse sentido.

Por fim, ressaltamos que mais estudos sdo necessarios para confirmar as hipoteses
levantadas nesse trabalho e que os genes aqui identificados podem dar suporte a pesquisas

adicionais para uma melhor compreensdo dos efeitos do MeHg.
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