Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da UFSC

Heloisa Ghizoni

EFEITOS DE ACIDOS GRAXOS @-3 NA NEUROTOXICIDADE
INDUZIDA POR METILMERCURIO EM CAMUNDONGOS

Tese submetida ao Programa de
Pds-Graduagdo em Bioquimica, da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencéo do Grau de
Doutor em Biogquimica

Orientador; Prof. Dr. Marcelo
Farina

Co-orientador: Dr2 Patricia de
Souza Brocardo

Florian6polis
2017


https://core.ac.uk/display/84616072?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragio Automética da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Ghizoni, Heloisa

Efeitos dos Acidos graxos w—3 na neurotoxicidade
induzida por metilmerctrio em camundongos / Heloisa
Ghizoni ; orientador, Marceleo Farina ; coorientadora,

Patricia de Souza Brocardo. - Floriandpolis, SC, 2017.
128 p.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Cidncias Biolégicas. Programa de Pbs
Graduagio em Bioguimica.

Inclui referéncias

1. Bioguimica. 2. Bioguimica . 3. Acidos graxos poli
insaturados w—3. 4. MetilmercOrio. I. Farina, Marcelo. II.
Brocardo, Patricia de Souza. III. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pés-Graduacdo em Bioquimica. IV.
Titulo.










Dedico este trabalho aos meus amados pais, Angela e Marcelo, que
nunca mediram esforgos para permitir que eu lutasse pelos meus
objetivos e sonhos, com muito carinho e compreensdo me mostraram o
valor das conquistas ao longo desta jornada. Aos meus queridos
irmaos, Henrique e Carolina e ao querido Fabio (in memoriam) que
sempre me encorajaram e incentivaram a seguir em frente. Palavras
jamais serdo suficientes para expressar minha gratidao!

Amo vocés incondicionalmente.






AGRADECIMENTOS

A Deus, sempre tdo generoso, me permitiu essa importante
conquista, que representou muito mais que um amadurecimento
profissional, um crescimento pessoal inestimavel.

Aos meus avos, Nereu, Luci e Solange, minha tia Helenice e
minha querida amiga-equipe Prof. Eliane, pelo carinho, apoio e torcidal

Ao meu orientador Prof. Dr. Marcelo Farina, que me recebeu em
seu laboratorio e me confiou a realizacdo deste trabalho. Sua dedicacéo,
competéncia e profissionalismo sdo exemplos para todos. Vocé tera
sempre minha gratiddo pelo meu crescimento em muitos aspectos.

A minha co-orientadora Profa. Dra. Patricia de Souza Brocardo
pela amizade, competéncia, paciéncia, dedicagdo e valiosas contribuicdes
para este trabalho! Minha gratiddo e carinho serdo eternos!

Aos amigos-colegas maravilhosos que a pdés-graduacdo me
presenteou: Cinara, Juliana, Viviane, Débora, Aline, Dirleise, Danubia,
Diones, Mark, Sthéfani, Ariana, Vivian, Felipe, Ana Cristina, Priscila,
Marcos, Mariana e tantos outros que foram fundamentais para que a
jornada fosse agradavel e divertida! Sentirei muitas saudades de vocés!

Ao meu brago-direito, amiga e companheira de tanto momentos,
Marina. Tua ajuda foi fundamental para a realizacdo deste trabalho. Muito
obrigada por pegar firme com tanta competéncia e comprometimento!

A minha amiga-irmd@ Waleska, pela amizade, carinho, forca e
suporte irrestritos ao longo destes 12 anos de minhas risadas e lagrimas!
Obrigada por tudo amiga!!!

A minha querida amiga Larissa, que mesmo de (muito) longe
sempre demostrou muito carinho e suporte ao longo do caminho!

Ao meu amado namorado Nilton, por todo carinho, apoio e
paciéncia nesta reta final da pds-graduacdo. Teu amor e suporte foram
muito importantes para esta conquista, muito obrigada!

Aos técnicos do LAMEB | e I, Emily, Chirle, Vanessa, Bibiana,
Denis e Demétrio pela disponibilidade e auxilio na utilizacdo dos
equipamentos.

Aos professores do PPG em Bioguimica da UFSC, responsaveis
pela minhaformacao académica e cientifica.

Ao apoio financeiro da CAPES e CNPq e a todos que de alguma
maneira contribuiram para a realizagdo deste trabalho.






RESUMO

O Metilmercdrio (MeHg) é um poluente ambiental produzido por
bactérias redutoras no ambiente aquatico e bioacumulado na cadeia
alimentar aquatica. Logo, a principal fonte de exposi¢cdo do homem ao
MeHg ocorre pela ingestdo de peixes e frutos do mar contaminados. Uma
vez ingerido, 0 MeHg é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
e causar efeitos deletérios ao sistema nervoso central (SNC). O SNC em
desenvolvimento é mais susceptivel as acdes deletérias do MeHg em
relacdo ao do adulto; enquanto que no adulto a exposi¢do causa danos a
areas restritas do SNC, a exposi¢do durante o desenvolvimento causa
danos neurolégicos mais difusos e generalizados e as consequéncias
destes danos podem persistir até a vida adulta. Por outro lado, os pescados
representam uma importante fonte de nutrientes, dentre os quais
destacam-se 0s &cidos graxos poli-insaturados (AGPIs) do tipo ®-3,
principalmente  os 4cidos  docosahexaendico (DHA) e o
eicosapentaenoico (EPA), importantes constituintes do SNC. O objetivo
deste trabalho foi investigar os efeitos dos AGPI do tipo ®-3 (DHA e
EPA), presentes no 6leo de peixe, na modulagdo da neurotoxicidade
induzida pela exposicdo gestacional e lactacional ao MeHg em filhotes
com 22 dias de vida e em adultos com 3 meses de idade. Além disto,
investigou-se o efeito de uma segunda exposi¢do ao MeHg em animais
adultos expostos ao MeHg ebu aos AGPIs ®-3 durante o
desenvolvimento. Fémeas prenhas de camundongos Swiss foram
divididas em 4 grupos experimentais; o grupo i recebeu agua potavel e
racdo controle, o grupo ii recebeu solugdo de MeHg via adgua de beber e
racdo controle, o grupo iii recebeu dgua potavel e racdo enriquecida com
6leo de peixe e 0 grupo iv recebeu a ragao enriquecida com 6leo de peixe
e a solucdo de MeHg via agua de beber. Os tratamentos foram veiculados
durante os periodos gestacional e de lactaco (totalizando 6 semanas). No
21° dia pds-natal (PN 21), os animais foram desmamados e 4 filhotes de
cada ninhada foram separados para as analises comportamentais,
bioguimicas e morfolégicas. A coordenagdo motora dos animais foi
prejudicada e a atividade hipocampal da enzima glutationa peroxidase
(GPx) foi diminuida pela exposicdo ao MeHg e a dieta enriquecida com
AGPIs ®-3 ndo foi capaz de reverter estes danos. O perfil lipidico
plasmatico e parametros de estresse oxidativo ndo foram afetados pelos
tratamentos. A exposicdo perinatal (periodo de gestagdo e lactagdo)
isolada a racéo enriquecida com 6leo de peixe aumentou a atividade do
complexo mitocondrial I, sem alterar a atividade do complexo Il. J4 o
imunoconteddo de proteinas envolvidas na homeostase sinéptica,



histogénese e a imunomarcacédo para proteina fibrilar acida glial (GFAP-
gliose) ndo mostraram alteracdes significativas nos filhotes expostos
perinatalmente ao MeHg e/u ragdo enriquecida com 6leo de peixe. O
efeito a longo prazo do MeHg e/ou rac¢do enriquecida com 6leo de peixe
foram avaliados em camundongos machos na vida adulta. Os animais
foram alimentados com dieta padrdo desde o desmame €, a partir da 10?
semana de vida, foram submetidos a uma segunda exposicdo ao MeHg
via gavagem durante 14 dias. Apds 24h do término do tratamento na vida
adulta, os camundongos foram avaliados por testes comportamentais e,
no dia seguinte, conduzida a eutanasia para coleta de sangue e a dissec¢édo
do cerebelo e hipocampo. A exposi¢do perinatal ao MeHg per se causou
prejuizo na locomocao e exploracdo e a dieta enriquecida com 6leo de
peixe combinada ao MeHg no periodo perinatal protegeu do dano
locomotor em adultos. A exposicdo ao MeHg na fase adulta prejudicou a
coordenacdo, locomocao e exploracdo, exceto nos animais que ja haviam
sido expostos perinatalmente ao MeHg, sugerindo uma possivel
adaptacdo a este toxicante. A exposi¢do ao MeHg na vida adulta causou
hipercolesterolemia nos animais, exceto nos camundongos expostos
perinatalmente aos AGPIs ®-3 via dieta materna, sugerindo um efeito
benéfico na vida adulta. Ainda, o tratamento com MeHg na fase adulta
diminuiu a atividade da GPx cerebelar nos animais, exceto nos que ja
haviam sido tratados perinatalmente com MeHg. Por fim, a exposi¢do
concomitante ao MeHg e a ragdo enriquecida com dleo de peixe levou a
um maior acimulo de Hg no cerebelo a longo prazo e a reexposicao ao
MeHg na fase adulta, exacerbou esta resposta. Em conjunto, estes
resultados indicam que a exposicdo perinatal ao MeHg e aos acidos
graxos -3 podem modular respostas a longo prazo e a susceptibilidade
frente a uma nova exposicdo ao MeHg em animais adultos.

Palavras-chave: Metilmercario, Acidos graxos poli-insaturados -3,
Neurotoxicidade.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg), an organic mercurial, is a well-known toxic
compound present in the environment and originated though the
methylation of inorganic mercury by sulfate-reducing bacteria in the
aquatic environment. MeHg bioaccumulates and biomagnifies in the
aquatic food chain; being the fish intake the main source of MeHg
exposure. The central nervous system (CNS) is the primary target of
MeHg toxicity and the developing brain is highly sensitive to MeHg
exposure. Otherwise, fish and shellfish are important sources of several
nutrients, such as n-3 fatty acids (PUFASs), particularly the
eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids, which play
important role in the CNS during pre and postnatal development. We
investigated the potential neuroprotective effects of an enriched diet with
n-3 fatty acids against the neurotoxic effects of prenatal exposure to
MeHg. Animals were exposedin utero until postnatal day (PND) 21 to
both MeHg and n-3 fatty acids. Moreover, an additional group received a
second MeHg-exposure during adulthood (PND 84). Pregnant mice (GD
1) were randomly settled in 4 experimental groups: (i) Control (tap water
and standard chow); (ii) MeHg (diluted in the water); (iii) n-3 enriched
diet (tap water and a fish oil enriched-chow) and (iv) n-3+MeHg (a fish
oil enriched-chow + MeHg diluted in the water). Treatments were
performed throughout gestational and lactation periods (GD 1 to PND 21)
and offspring were weaned at PND 21. Twenty-four hours after weaning
(PN 22), pups were evaluated through behavioral tests, biochemical,
histological and immunohistochemical analyzes. Motor coordination and
hippocampal glutathione peroxidase (GPx) activity were impaired by
MeHg exposure during development and n-3 enriched-diet was not able
to protect these alterations. Perinatal exposure to n-3 enriched-diet per se
increased the activity of the mitochondrial complex I, but did not change
the activity of complex Il. To analyze the long-lasting neurotoxic effects
of exposure to MeHg during development and to evaluate the second
exposure in the adulthood to MeHg an additional group were made. The
animals from each litter were fed with standard diet until PND 70,
whereas half of the animals were submitted to a second exposure to MeHg
via gavage for 14 days (until PN 84). Twenty-four hours after the last
gavage, the adult mice were evaluated by behavioral tests and, on the next
day, euthanasia was performed for blood collection and the cerebellum
and hippocampal structures were removed for biochemical analyses.
Exposure to MeHg during development caused a long-lasting impairment
in locomotion and exploration and exposure to n-3 enriched-diet



prevented these alterations in adult mice. Exposure to MeHg during
adulthood impaired coordination, locomotion and exploration, except in
animals that had been exposed previously to MeHg during development,
suggesting a possible adaptation to this effect. Interesting, acute exposure
to MeHg in adult mice caused hypercholesterolemia, except in mice
exposed during the development to n-3 acids via maternal diet, suggesting
a long-lasting beneficial effect. Moreover, MeHg treatment to mice
during adulthood reduced the activity of cerebellar GPx, except in those
animals that had already been exposed perinatally to MeHg. Finally,
prenatal exposure to MeHg combined with the n-3-enriched diet
increased cerebellar Hg accumulation in adult mice and a second
exposure to MeHg exacerbated this effect. Taken together, these results
indicate that perinatal exposure to MeHg and n-3 fatty acids may promote
a long-lasting behavioral and biochemical modulation on responses and
susceptibility to an adult exposure to MeHg in adult animals.

Keywords: Methylmercury, n-3 fatty acids, Neurotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo biogeoquimico do mercurio (Hg) no meio ambiente.....21
Figura 2: Esquema da citoarquitetura dos neur6nios presentes no cortex

O CEIEDRIO. ... 26
Figura 3: Representagdo esquematica das células da glia de Bergmann e
0O CErEDRID. ... 27
Figura 4. Metabolismo dos AGPIs da série ®-3.........ccccevrvrenncrenennnn. 31
Figura 5: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental I.......... 39
Figura 6: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental I1......... 40
Figura 7. Efeitos da exposigdo perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos m-
3 no peso corporal das mées e filnotes..........ccccveveveiciii i 50
Figura 8. Efeitos da exposic¢éo perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos m-
3 no comportamento locomotor e exploratorio em filhotes..................... 51
Figura 9. Efeitos da exposi¢do perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos o-
3 na coordenag&o motora e forga neuromuscular em filhotes.................. 52

Figura 10. Efeitos da exposi¢do perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos m-
3 na atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e

glutationa redutase (GR) em filnotes..........cccccviiiiiiiiiicce e 54
Figura 11. Efeitos da exposi¢do perinatal a0 MeHg e/ou acidos graxos m-
3 naatividade dos complexos mitocondriais em filhotes......................... 56

Figura 12. Efeitos da exposigao perinatal a0 MeHg e/ou acidos graxos m-
3 na fosforilacdo da proteina sinapsina e imunocontetdo das proteinas
sinapsina, sinaptofisina, PSD-95 e 4-HNE em filhotes............cc.ccccvvnee. 58
Figura 13. Efeitos da exposi¢do materna ao MeHg e/ou AGIP do tipo ®-
3 na coloracdo da técnica histolégica de Azul de Toluidina no cerebelo de
FIINOTES. ... e 60
Figura 14: Efeitos da exposigdo perinatal ao MeHg e/ou AGIP do tipo »-
3 sobre a imunomarcacéo para a proteina acida fibrilar glial (GFAP) no
cerebelo dos filNOES.........cociii e 62
Figura 15. Efeitos de exposicbes ao MeHg e/ou &cidos graxos
poliinsaturados (AGPIs) na atividade locomotora e exploratoria em
machos adultos (3 Meses de Vida).......cc.cvvvrverreeerereiese e e 64
Figura 16. Efeitos de exposi¢des ao MeHg e/ou AGPIs no desempenho
motor no teste da barra giratdria (rotarod) e sobre a for¢a neuromuscular

no teste da grade invertida em machos adultos (3 Meses).........cccceevvvvene. 66
Figura 17. Efeitos de exposi¢des ao MeHg e/ou AGPIs no perfil lipidico
em machos adultos (3 meses de Vida)........ccccveeveeererienenienenese e 68

Figura 18. Efeitos de exposi¢des ao MeHg e/ou AGPIs na atividade das
enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR) em machos adultos (3 meses de vida)..........c.ccevvevviveiienneieinee 70



Figura 19. Efeitos de exposicGes ao MeHg e/ou AGPIs na atividade dos
complexos mitocondriais em machos adultos (3 meses de vida)............. 74



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicdo centesimal da racdo padrdo AIN-93G e da racéo
enriquecida com 6leo de peixe produzidas pela empresa Rhoster®
(Aracgoiaba da Serrad/SP)........ccvviiiiiiiiic e 37
Tabela 2: Ingestdo materna diaria de racdo (gramas) ao longo dos
periodos de gestacao e lactagdo nos grupos experimentais.............ccoven... 48
Tabela 3: Ingestdo materna diaria de liquidos (mililitros) ao longo dos
periodos de gestacao e lactagdo nos grupos experimentais.............coen... 49
Tabela 4: Efeitos da exposicéo perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos o-
3 no perfil lipidico em filnOteS.........ccoccvviiicece e 53
Tabela 5. Efeitos da exposi¢do perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos o-
3 sobre pardmetros de estresse oxidativo em filhotes............cccccoevrvrnnnnn. 55
Tabela 6. Efeitos de exposicdes ao MeHg e/ou AGPIs sobre pardmetros
de estresse oxidativo em machos adultos (3 meses de vida).................... 72
Tabela 7. Efeitos de exposi¢des ao MeHg e/ou AGPIs nos niveis de Hg
no cerebelo em machos adultos (3 meses de vida).........ccocevvvvrivinenenns 77






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGPIs
AIN-93G
AIN-93M
ALA
ANOVA
AREs
BDNF
BSA

Cl

cll
CEUA
CG
CGB
CM

CP

CTE
DAB
DG
DHA
DNA
DMSO
DO
DTNB
ERK
ERO
EPA
EPM
GABA
GFAP
GLUT-1
GPx

GR
GSH
GSSG
GST
HDL

Hg
4-HNE

Acidos graxos poli-insaturados

Racdo purificada para crescimento, gestacdo e lactacdo
Racdo purificada para manutengéo para adultos
3-a-linolénico

Anélise de variancia

Elementos de resposta antioxidante
Fator neurotréfico derivado do cérebro
Albumina de soro bovino

Complexo mitocondrial |

Complexo mitocondrial 1l

Comité de ética no uso de animais
Camada granular

Células da glia de Bergmann

Camada molecular

Camada das células de Purkinje
Cadeia transportadora de elétrons
3,3-diaminobenzidina

Dia gestacional

Acido docosa-hexaen6ico

Acido desoxirribonucleico
Dimetilsulfoxido

Densidade dptica

Acido 5, 5°-ditiobis-2-nitrobenzoico
Proteinas cinases regulada por sinais extracelulares
Espécies reativas de oxigénio

Acido eicosapentaendico

Erro padrdo da média

Acido gama-aminobutirico

Proteina fibrilar acida glial
Transportador de glicose-1

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

Glutationa s-transferase

Lipoproteina de alta densidade
Mercdrio

4-hidroxi-nonenal



LAT-1
MAPK
MBP
MDA
MDR-1
MeHg
MRP-1
NADH
NADPH
NPSH
Nrf2
NSE
PBS
PFA
PN
PSD-95
RNA
SeH

SH
SDS
SNC
SOD
TBARS
®-3

Transportador de aminoacidos neutros-1
Proteina quinase ativada por mitégeno
Proteina basica de mielina
Malondialdeido

Gene de resisténcia multidroga-1
Metilmercurio

Proteina de resisténcia multidroga-1
Nicotinamida adenina dinucleotideo
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Tidis ndo-proteicos

Fator de transcricdo Nrf2

Enolase neur6nio-especifica

Tampdo fosfato salino

Paraformaldeido

Dia pds-natal

Proteina pds-sinéptica de densidade 95
Acido ribonucleotideo

Grupo selenol

Grupo tiol

Dodecil sulfato de sodio

Sistema nervoso central

Superdéxido dismutase

Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
Omega-3



SUMARIO

S [N 10T 51007\ 21
1.1 Metilmercdrio € NeurotoXicidade ...........cccoevevveieienicienenicieses e 21
1.2 CerEDRIO .. 25
1.3 Acidos graxos poli-insaturados ®-3 € SNC.........cccceverrierrirreeerenea. 28
1.3 MeHg versus AGPIS -3 ......ccoiiiiiiiiice e 31

2. JUSTIFICATIVA ..ottt 35

3. OBIETIVOS ...ttt et 37
3.1, ObJEtiVO GEral....c.ccuiiicieicie e 37
3.2. Objetivos eSPECITICOS ...vcviierireie s 37

4, MATERIAIS E METODOS .......ooveiciereieceeeeeeeses e 39
A1 ANIMAIS 1.ttt e b 39
4.2 Protocolo experimental 1 - exposicao perinatal ao MeHg e/ou 6leo de
0T3S 39
4.3 Protocolo experimental 2 — exposi¢do adulta ao MeHg em animais
expostos ou ndo ao MeHg e/ou 6leo de peixe no periodo perinatal........ 41
4.4 Analises COMPOrTamMENTaIS. .......ccovevrerreirerieinesieeseseeeseseeesseseenes 43

4.4.1 Teste do campo abErt0 .......ccceveiiiiiicecce e 43
4.4.2 Teste da barra giratdria (Rotarod) .........ccceecvvevvivviviineieiinnieinnns 43
4.4.3 Teste da inversdo da grade (hang test) ........ccocevvvenerneneninennen, 43
4.5 Analises BiOQUIMICAS........ccovviviirieiiiriiise e 44
4.5.1 Analise de perfil lipidico plasmatico...........ccccevveiviiveieiinieiennnns 44
4.5.2 Preparacdo de extrato dos tecidos cerebrais........cc.cccocevvrivininne 44
4.5.3 Atividade de enzimas antioXidantes...........ccocvvvrivriveienenininnnnns 45
4.5.4 Atividade dos complexos mitocondriais ..........ccooeeeveierenenenncns 45
4.5.5 Determinagdo dos niveis de ti0is-nd0 proteicos..........ccocervevennen. 45
4.5.6 Determinacdo da concentracdo de MDA..........ccooveveievenieinnnnns 45
4.5.7 WESLEIN DIOL ...t 46

4.5.8 D0Sagem de Proteinas ........cccerveererieiesenieieseseeie e 47



4.5.9 Determinacdo dos niveis de Merclrio...........ccocervvrvrvsivsiverernens 47

4.6 ANAliSe hiStOIOGICA ......cvvvveieiiieiericieie e 48
4.6.1 Analise morfoldgica e morfometrica........cccooveeeverveienenisieniennans 48
4.6.2 Analise imunohiStoqUIMICA .........ccceveieeieiicie s 48

4.7 ANALISE EStAtISICA ..o et 49

cRESUIAAOS .. 51

5.1 Protocolo experimental 1: exposicdo perinatal ao MeHg e/ou 6leo de

PBIXE ..ttt bbbttt b bbbt e e e 51

5.2 Protocolo experimental 2 — exposicdo adulta ao MeHg em animais

expostos ou ndo ao MeHg e/ou 6leo de peixe no periodo perinatal ........ 66

B. DISCUSSAD......cooueiieireiieeeseeeeesee et es s ssess s sn s senses s 81
7. CONCLUSOES......cooieieeerecese s sess s seeses s sennen 101

CREFERENCIAS .......ooiiiiieieieee s 105



21

1. INTRODUCAO
1.1 Metilmercurio e Neurotoxicidade

O mercdrio (Hg) é um elemento quimico pertencente a familia
dos metais de transicdo e considerado um poluente ambiental, presente no
meio ambiente em decorréncia de eventos naturais, como erupgdo
vulcanica e evaporacdo da superficie terrestre, queima de combustiveis
fosseis, além das fontes antropogénicas, como emissdo industrial e
exploracdo de minério (Clarkson et al, 2003; Tchounwou et al, 2003).
Este elemento é encontrado na natureza sob trés formas quimicas: o
mercurio elementar, compostos inorganicos de mercirio e 0s compostos
organicos de mercdrio, como o metilmercurio, uma forma altamente
toxica (Rooney, 2007; Guzzi & La Porta, 2008).

Uma vez depositado nos sedimentos marinhos, o mercurio é
biometilado na forma de metilmercurio (MeHg) pela acéo de bactérias
redutoras no ambiente aquatico, sendo este ingerido pelos organismos
vivos e bioacumulado na escala tréfica aquatica. Sendo assim, a principal
fonte de exposicdo do homem ao MeHg ocorre pela ingestdo de peixes e
outros frutos do mar contaminados, particularmente espécies predadoras
gue estdo acima na cadeia trofica (Figura 1) (Clarkson et al, 2003;
Bradberry, 2012; Gil & Gil, 2015).

Figura 1: Ciclo biogeoquimico do mercurio (Hg) no meio ambiente
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(A) Ciclo do Hg proveniente dos eventos naturais e atividades antropogénicas.
(B)Exposicio e via de conversdo do Hg inorganico (Hg?*) em MeHg. Adaptado
de Clarkson et al, 2003.
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Uma vez ingerido, cerca de 90-95% do MeHg ¢ absorvido pelo
trato gastrointestinal e distribuido para os tecidos pelas corrente
sanguinea em até 4 dias apds sua ingestdo, sendo que a meia-vida do
MeHg no organismo varia de 20 a 70 dias (WHO, 1990). A eliminacao
do MeHg do organismo ocorre via bile e fezes, na forma demetilada, pela
acdo de bactérias da flora intestinal (Tchounwoun et al, 2003). Embora
seja distribuido por todos os tecidos, o sistema nervoso central (SNC) é o
alvo primario da acdo deste metal no organismo, pois 0 MeHg
prontamente atravessa a barreira hematoencefalica (via transportadores
de aminoacidos neutros, o LAT-1), alcanca as células neuronais e gliais e
promove seus efeitos neurotoxicos (Counter & Buchanan, 2004; Farina et
al, 2011a, Zimmermann et al, 2013). No compartimento intracelular, o
MeHg interage com os grupos tiol (-SH) e selenol (-SeH), de
caracteristica nucleofilica, presentes nas moléculas bioldgicas. Como
principal consequéncia desta interacdo, ocorre a diminuicdo de algumas
defesas antioxidantes das células, ja que muitas destas sdo agentes
redutores (por exemplo, glutationa), de forma a aumentar a geragdo e
diminuir a detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
consequentemente levando ao estresse oxidativo (Halliwell, 2009;
Jimenez-Del-Rio & Velez-Pardo, 2012).

A glutationa € um tripeptideo com importante acdo antioxidante
e se encontra nos organismos nas formas oxidada (GSSG) e reduzida
(GSH). Este peptideo atua conjuntamente a enzimas antioxidantes, como
a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase (GST). A
enzima glutationa redutase (GR) tem um papel importante neste cenario,
pois é responsavel por reduzir a GSSG a GSH as custas de elétrons do
NADPH (Dringen et al, 2005). A enzima GPx-1 (isoenzima da grande
familia das glutationa peroxidases) é uma selenoenzima citoplasmatica
que apresenta em sua estrutura um grupo selenol, cuja fungdo é auxiliar
na detoxificacdo de H»O, usando GSH como substrato da reacdo (Hiragi
et al, 2011). Juntamente com as enzimas superéxido-dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxiredoxinas, o sistema antioxidante da glutationa
constitui um importante mecanismo de defesa celular (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Farina et al, 2011b).

Acredita-se que a geracdo das EROs represente um dos
principais mecanismos de toxicidade celular promovido pelo MeHg no
SNC, o qual relaciona-se a sua afinidade aos grupos tiois e selendis,
culminando com a deplecdo de GSH e demais defesas antioxidantes
nucleofilicas das células neurais (Farina et al, 2011b). Neste contexto, ja
foi demonstrado que a exposicdo ao MeHg é capaz de reduzir a atividade
da GPx-1 em modelos animais e cultura de células neuronais, além de
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promover um aumento na geracdo de EROs e peroxidacdo lipidica,
diminuir a viabilidade celular, aumentar no indice de apoptose e alterar
no metabolismo de neurotransmissores (Carvalho et al, 2007; Mori et al,
2007; Farina et al, 2009; Franco et al, 2009; Bellum et al, 2013; Zemolin
et al 2012; Xu et al, 2012; Agrawal et al, 2015).

Em células da glia, como astrocitos e microgliécitos, o MeHg
também promove toxicidade, através do aumento na produgédo de EROs,
levando a diminuicdo na razdo GSH/GSSG (Aschner et al, 2000, 2007,
Garg & Chang, 2006; Kaur et al, 2008a; Ni et al, 2010, 2012) e inibigdo
na captacdo de glutamato pelos astrocitos, gerando citotoxicidade
neuronal (Aschner et al, 1993, 2000). Foi demonstrado também alteragédo
da homeostase intracelular de Ca?* (Farina et al, 2011a) e aumento na
producdo microglial de citocinas pro-inflamatérias apds a exposicao ao
MeHg (Garg & Chang, 2006; Chang, 2007; Bassett et al, 2012;
Shinozaket al, 2014). Ainda, em cultura celular de gliécitos e
neuroblastomas, o estresse oxidativo provocado pelo MeHg aumenta a
translocacdo nuclear do fator de transcricdo Nrf2 (Wang et al, 2009; Ni
et al, 2010, 2011; Toyama et al, 2007, 2011; Farina et al, 2011; Hwang,
2012). A ligacdo do Nrf2 a regibes especificas do DNA (Elementos de
Resposta Antioxidante — ARES) inicia a transcricdo de genes
citoprotetores, como aqueles que codificam enzimas antioxidantes e de
detoxificagdo de xenobidticos, além de proteinas envolvidas em vias anti-
inflamatdrias (Kensler & Wakabayashi, 2010; Wakabayashi et al, 2010).

Como anteriormente mencionado, 0 SNC é o principal alvo da
acdo do MeHg. O SNC fetal e neonatal, ainda em intenso
desenvolvimento, é mais susceptivel as aces deletérias deste poluente
em relacdo ao adulto (Costa et al., 2004; Grandjean et al, 2014). Ao passo
gue no adulto a exposicdo a este contaminante causa danos em areas
restritas do SNC, como em neurdnios do c6rtex visual e da camada
granular no cerebelo (Castoldi et al, 2001; Carvalho et al, 2007), a
exposicdo durante o periodo fetal causa danos neuroldgicos mais difusos
e generalizados (Oken & Bellinger, 2008). Isto porque, durante esta fase
crucial de desenvolvimento, o MeHg é capaz de inibir a proliferagdo e
migracdo das células neuronais e gliais, além de prejudicar a arquitetura
celular do cérebro e o cerebelo em formag&o (Castoldi et al, 2001; Sass et
al, 2001).

Em modelos experimentais, a exposicdo gestacional ao MeHg
prejudica a ontogénese pds-natal do sistema antioxidante da glutationa no
encéfalo, causando diminuicdo da atividade de GPx e GR e,
consequentemente, aumento da peroxidacdo lipidica (Stringari et al,
2008). A exposicdo ao MeHg durante este periodo também inibe a
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atividade da CAT e GPx no cortex cerebral e cerebelo em animais adultos
(Lucena et al, 2010). Durante o periodo pds-natal inicial (animal
lactente), no qual a gliogénese é acentuada, 0 MeHg pode aumentar a
liberacdo e captacdo de glutamato pelos astrdcitos (Farina et al, 2003).
Ainda neste periodo, a exposicdo ao MeHg através do leite diminui os
niveis de GSH no cerebelo dos filhotes enquanto que, nas maes, ha um
aumento dos niveis de GSH e da atividade cerebelar de GR, além de
aumentar o nivel tecidual de Hg em ambos filhotes e mées (Franco et al,
2006).

A exposi¢do perinatal ao MeHg, durante as fases de gestacdo e
lactacdo, por sua vez, promove acumulo de Hg preferencialmente no
cerebelo, seguidos do hipocampo e cortex cerebral (Cheng et al, 2015).
Além disto, causa alteracdes histologicas no cerebelo, como aparecimento
de gliose, aumento na densidade de astrocitos e glia de Bergmann (Roda
et al, 2008) e localizacdo heterotdpica de células granulares e de Purkinje
em ratos jovens (Sakamoto et al, 2002). Ainda, leva a diminuigdo na
expressdo de sinaptofisina nas células granulares cerebelares (Fujimura et
al, 2012) e induz inflamacdo nesta estrutura (Zhang et al, 2011),
sugerindo um efeito citotdxico sobre o cerebelo. Além disto, a
coordenagdo motora e aprendizado, nos quais as estruturas de cerebelo e
hipocampo estéo envolvidas, também podem ser afetados pela exposi¢do
perinatal a0 MeHg em roedores jovens e adultos (Sakamoto et al, 2002;
Goulet et al, 2003; Weiss et al, 2005; Carratt et al, 2008; Yoshida et al,
2008; Sitarek & Gralewicz, 2009; Fujimura et al, 2012; Bisen-Hersh et
al, 2014). Por fim, a administracdo pré-natal de MeHg promove estresse
oxidativo no hipocampo pela diminuicdo da atividade das enzimas SOD,
GPx e CAT e aumento de EROs em animais neonatos e adultos (Vicente
et al, 2004; Falluel-Morel et al, 2007), bem como aumento da apoptose e
reducdo da neurogénese pos-natal nesta estrutura plastica (Burke et al,
2006; Falluel-Morel et al, 2007).

Nas ultimas décadas, estudos epidemiolégicos tém sugerido uma
forte associacdo entre a exposicdo perinatal ao MeHg e prejuizos em
criangas onde a alimentagdo materna foi rica em pescados. Isto porque o
MeHg pode ser transferido para os fetos e neonatos via placenta e leite
materno, respectivamente (Grandjean et al, 1994; Sakamoto et al, 2002;
Bjornberg et al, 2005; Manfroi et al, 2004; Franco et al, 2006). Os
principais achados destes estudos populacionais apontam desde danos
sutis no neurodesenvolvimento a prejuizos na atencdo, cognicdo e no
desenvolvimento intelectual, bem como alteracbes comportamentais,
locomotoras e visuais (Grandjean et al, 1997, 2014; Crump et al, 1998;
Counter & Buchanan, 2004; Axelrad et al, 2007; Boucher et al, 2010;
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Zeilmaker et al, 2013; Marques et al, 2016). E importante destacar que
estes danos podem perdurar por anos apds a exposi¢do ao MeHg. Neste
contexto, ressalta-se a permanéncia de déficits neurolégicos em criangas
(7 anos) e adolescentes (14 anos) que se expuseram ao MeHg durante
periodos criticos do neurodesenvolvimento (Debes et al., 2006). Ainda, a
ingestdo materna de frutos do mar contaminados com MeHg foi associada
a persisténcia de prejuizos em testes relacionados a inteligéncia em
adultos (22 anos), indicando efeitos permanentes da neurotoxicidade
induzida pela exposicdo perinatal a este composto (Debes et al, 2016).

1.2 Cerebelo

O cerebelo é uma estrutura do SNC conectada ao cérebro através
de pares de pedunculos e anatomicamente subdividido em dois
hemisférios ligados pelo vermis central, os hemisférios cerebelares sdo
lobulados e possuem duas regides, o cortex e a substancia branca (Balsters
et al, 2010). Esta estrutura estd diretamente relacionada ao controle
motor, particularmente na coordenacdo motora e precisdo dos
movimentos (Manto et al, 2012). Além disto, recentemente tem sido
demostrado o envolvimento do cerebelo nos processos de aprendizagem
e linguagem (Butts et al, 2014; Koziol et al, 2014), bem como em doencas
neurolégicas como o autismo (Hampson & Blatt, 2015; Chrobak &
Soltys, 2016).

Na substancia branca estdo presentes os nucleos cerebelares
profundos, onde estdo localizados o0s neurbnios glutamatérgicos
(excitatorios), GABAEérgicos (inibitorios) e glicinérgicos (principalmente
inibitérios), cujos prolongamentos se projetam para o tdlamo e para a
medula espinhal (Sillitoe et al, 2012). J& a citoarquitetura do cortex
cerebelar adulto compreende trés camadas distintas: (a) a camada
granular; (b) camada das células de Purkinje (CP) e (c) camada molecular.
A camada granular (CG) é composta por diferentes tipos de neurdnios,
como as células granulares e unipolares em “escova” (ambas
glutamatérgicas), além de células de Golgi e de Lugaro, ambos neurénios
GABAérgicos. A CP consiste em uma monocamada formada por
neurdnios de Purkinje e por células em candelabro, ambas GABAEérgicas.
A camada molecular (CM) consiste nos dendritos das células de Purkinje
e das células em candelabro, bem como nos interneurénios “em cesto” e
células estreladas (ambos também GABAEérgicos) (Figura 2) (Schilling
et al, 2008; Martinez et al, 2013; Marzban et al, 2015).
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Figura 2: Esquema da citoarquitetura dos neur6nios presentes no
cortex do cerebelo.
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Visdo sagital do cortex do cerebelo adulto. Na camada molecular sdo encontrados
os prolongamentos das células de Purkinje (P, em cinza) e das células em
candelabro (Ca), células “em cesto” (B) e estreladas (S). A camada das células de
Purkinje consiste nos corpos celulares destes neurbnios e das células em
candelabro e a camada granular é formada pelas células de Lugaro (L), de Golgi
(Go) e células unipolares em escova (U, em vermelho). Na substancia branca
estdo presentes os ndcleos cerebelares profundos (DN) e fibras nervosas
excitatérias musgosas (Mo) e “trepadeiras” (CF) e fibras serotoninérgicas
aferentes (ser). Adaptado de Schilling et al, 2008.

No cerebelo sdo encontradas também as células da glia de
Bergmann (CGB); estas células sdo astrocitos unipolares encontrados
apenas no cerebelo. Seus prolongamentos estdo em contato com 0s
dendritos das células de Purkinje na CM, sendo que o corpo celular esta
presente na CP (Figura 3A) (Tanaka et al, 2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica das células da glia de
Bergmann e do cerebelo.

(A) Visdo sagital das camadas celulares presentes no cortex do cerebelo. O corpo
celular das células da glia de Bergmann (CGB, em verde) esta localizado na
camada das células de Purkinje (CM, em negrito) e seus prolongamentos estdo
em contato com os ax6nios das células de Purkinje (CP, em vermelho) na camada
molecular (CM). AC: astrocitos cerebelares na camada granular (CG). SB:
substancia branca. (B) Visdo sagital do cerebelo mostrando o processo de
“foliacdo” que ocorre no periodo pos-natal e as camadas celulares. NCP: nucleos
cerebelares profundos. Adaptado de Tanaka et al, 2008.

Durante o desenvolvimento do SNC, o neuroepitélio da porcéo
anterior do tubo neural se diferencia em 3 vesiculas encefélicas;
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo, sendo que esta Gltima, na
parte rostral, da origem ao cerebelo (Martinez et al, 2013). A glia de
Bergmann (CGB) tem um papel crucial durante o desenvolvimento do
cerebelo; na embriogénese, as células de Purkinje recém-formadas
migram através da glia radial, células que mais tarde dardo origem as
CGB. J& no periodo pos-natal, as células granulares utilizam as fibras ou
prolongamentos das CGB para migrarem até a camada interna do
cerebelo, que dard origem a CG. Sendo assim, as células da glia de
Bergmann atuam como “guias” para a migragdo dos dois tipos celulares
mais abundantes do cerebelo (Sillitoe et al, 2012; Xu et al, 2013).

Como citado anteriormente, o cerebelo é dividido em substancia
branca e cortex, e a regido cortical apresenta lobulagdes e “foliagBes”,



28

consequéncias da migracdo e interacdo entre as células de Purkinje,
granulares e da glia de Bergmann (Figura 3B) (Xu et al, 2013). Em
mamiferos, os eventos celulares que culminam na histogénese do cerebelo
ocorrem majoritariamente durante o periodo pds-natal (Lee et al, 2005) e
em camundongos pode ser observado a partir do 15° dia de vida pds-natal,
onde o processo de “foliacdo” estd completo; os l6bulos cerebelares estdo
formados e as 3 camadas celulares bem organizadas (Martinez et al, 2013;
Leto et al, 2016).

1.3 Acidos graxos poli-insaturados »-3 e SNC

Os éacidos graxos poli-insaturados (AGPIs) da série ®-3 sdo
importantes nutrientes para os seres humanos, dentre os quais tém
destaque os 4&cidos 3-o-linolénico [ALA - C183 (n-3)], o
docosahexaenoico [DHA - 22:6 (n-3)] e o eicosapentaendico [EPA - 20:5
(n-3)]). O ALA é considerado um 4cido graxo essencial e tem como fonte
alimentar as nozes, sementes de linho e dleo de soja. Endogenamente, o
ALA é convertido em 4cido estearid6nico [C18:4(n-3)] pela acao da A6
dessaturase; apés, este acido é alongado em &cido eicosatetraendico
[C20:4(n-3)] e, posteriormente, convertido em EPA pela acdo da A5
dessaturase. A conversdo de EPA em DHA envolve a adi¢do de dois
carbonos pela acdo da enzima elongase, formando entdo o
docosapentaenoico [C22:5(n-3)]. Posteriormente, pela acdo desta mesma
enzima, sdo adicionados mais dois carbonos produzindo o &cido
tetracosapentaendico [C24:5(n-3)]. Em seguida, ocorre uma dessaturagao
utilizando a A6 dessaturase para formar o acido tetracosahexaendico
[C24:6(n-3)] e por fim ocorre a reducdo em dois carbonos por f-oxidagéo,
formando o DHA (Figura 4) (Wall et al, 2010). No entanto, a conversao
de ALA nos AGPIs de cadeia mais longa é limitada, sendo entdo
necessario o consumo de fontes alimentares para garantir o aporte
adequado dos cidos graxos EPA e DHA (Mahaffey et al, 2011; Baker et
al, 2016).
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Figura 4. Metabolismo dos AGPIs da série ®-3.
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Converséo do 4cido 3-a-linolénico (ALA) nos acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA). Adaptado de Wall et al, 2010.

Como citado anteriormente, 0s peixes e frutos do mar
representam a principal via de exposi¢do do homem ao MeHg. Entretanto,
0s pescados constituem uma importante fonte de nutrientes, como
vitaminas, minerais e 0s AGPIs da série -3 DHA e EPA (Hardman,
2004). As concentracdes de MeHg e »-3 contidas nos peixes e outros
frutos do mar variam de acordo com a espécie, o que influencia a relagdo
custo/beneficio do consumo destes alimentos. Logo, para se obter os
beneficios nutricionais da ingestdo de pescados, recomenda-se a escolha
daqueles que apresentam menor concentracdo de MeHg e maiores
concentragOes de m-3 (Mahaffey, 2004; Mahaffey et al, 2011; Zeilmaker
et al, 2013). Dentre os pescados que possuem esta caracteristica,
destacam-se o salmdo, a truta, a sardinha e o camarao (Visentainer et al,
2000; Smith & Guentzel, 2010; Silva et al, 2011). Por outro lado, héa
espécies de peixes conhecidas pelo alto teor de ®-3 e que, no entanto,
também apresentam alta concentracdo de MeHg e outros poluentes
ambientais, tais como o atum, robalo e linguado (Visentainer et al, 2000;
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Cabafiero et al, 2005; Mahaffey et al, 2008; Smith & Guentzel, 2010, Gil
& Gil, 2015).

A presenca dos AGPIs é abundante no SNC e estes 4cidos graxos
sdo capazes de regular a estrutura e funcao de neurdnios, células gliais e
endoteliais, bem como modular a sobrevivéncia celular, neurogénese e
neuroinflamacéo, além do metabolismo de glicose (via receptor GLUT-
1) e de neurotransmissores (Pifferi et al, 2007; Bazinet & Layé, 2014). O
EPA e o DHA séo importantes constituintes das membranas das células
neurais, influenciando suas funcgBes através das propriedades de
membrana (fluidez e integridade, por exemplo), além de seus metabélitos
atuarem como precursores de mensageiros e mediadores anti-
inflamatorios (Youdim et al, 2000; Dyall & Michael-Titus, 2008). O
DHA é o principal AGPI encontrado no SNC e representa cerca de 15%
do total de A&cidos graxos presentes na substancia cinzenta e nos
retinoblastomas (Calon & Cole, 2007), sendo que vesiculas sinapticas e
mitocdndrias representam os principais sitios de localizagdo subcelular
(Youdim et al, 2000).

Apesar de estruturalmente semelhantes, estes dois acidos graxos
(DHA e EPA) tém fungdes distintas no metabolismo do SNC e as
concentracOes de EPA esterificados aos fosfolipideos de membrana nos
neurdnios e células gliais sdo baixas quando comparadas as de DHA. O
EPA ¢ utilizado para geragdo de energia metabdlica por B-oxidacao e para
a conversao em DHA pela acdo de enzimas do tipo elongases e
desaturases (Chen & Bazinet, 2015). J& o DHA encontra-se
majoritariamente esterificado a fosfatidiletanolamina e em menor
proporcdo a fosfatidilserina, porém pode ser liberado no citoplasma e
convertido em seus metabdlitos ativos pela acédo da enzima fosfolipase Az
(Bazinet & Layé, 2014).

Os acidos graxos EPA e DHA, bem como seus mediadores
conhecidos como resolvinas e neuroprotectinas, tém demonstrado um
papel anti-inflamatério potente no SNC (Cardoso et al, 2016). A alta e
frequente ingestdo destes AGPIs pode ser estar relacionada a uma
diminuicéo no risco de desenvolvimento de doengas neuroldgicas que tém
como base processos inflamatdrios, como as doengas de Parkinson e
Alzheimer (Kidd, 2007; Bousquet et al, 2008; Layé, 2010; Russell &
Burgin-Maunder, 2012; Eckert et al, 2013; Janssen et al, 2014; Heras-
Sandoval et al, 2016). Embora os acidos graxos ®-3 ndo sejam
conhecidos classicamente como antioxidantes ou scavengers de radicais
livres, evidencias tém sugerido que estes podem proteger contra o estresse
oxidativo in vitro e in vivo. A exposicdo ao EPA e DHA pode ativar a via
de sinalizagdo antioxidante do Nfr2 em hepatdcitos (Saw et al, 2013) e
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em enterocitos (Pettersen et al, 2016), além de proteger da peroxidacédo
lipidica e diminuir o dano oxidativo em modelos de diabetes (Arnal et al,
2010) e de isquemia cerebral (Cao et al, 2004; Bas et al, 2007; Kidd,
2007).

Os AGPIs sao fundamentais durante o desenvolvimento pré- e
poés-natal inicial do SNC, onde a taxa de crescimento e maturagdo do
encéfalo é bastante elevada (Wainwright, 2002). Como mencionado
anteriormente, o DHA ¢é o principal acido graxo encontrado nas
membranas de células neurais na substancia cinzenta e de células da
retina. Em humanos, o acimulo de DHA nas membranas celulares ocorre
principalmente no terceiro trimestre de gestacdo até por volta dos 2 anos
de idade, via transferéncia placentaria e leite materno, influenciado
diretamente pela ingestdo dietética materna (Innis, 2008, 2014). Esta
janela do neurodesenvolvimento € marcada por intensa neurogénese e
gliogénese, arborizacdo dendritica e axonal, bem como por formacéo
sinaptica, neurotransmissao, mielinizagdo e formagdo e expansdo das
redes neurais (Knickmeyer et al, 2008; Tau & Peterson, 2010; Guesnet &
Alessandri, 2011). Estudos epidemiolégicos tém demostrado uma
associagdo positiva entre desenvolvimento neuroldgico e visual e
ingestdo materna de AGPIs, onde neonatos, criangas e adolescentes
apresentaram melhores resultados em testes relacionados a habilidades
visuais, cognitivas e de memdria (Jesen et al, 2005; Jensen & Lapillonne,
2009; Campoy et al, 2012; Kuratko et al, 2013; Makrides, 2013; Julvez
et al, 2016). Logo, o DHA é considerado um nutriente importante para os
processos envolvidos no desenvolvimento neurolégico (Innis, 2007,
2011, 2014; Brenna & Carlson, 2014; Mita et al, 2016).

1.3 MeHg versus AGPIs »-3

Apesar de alguns estudos epidemiol6gicos, como 0s acima
citados, apontarem as consequéncias deletérias da exposicéo perinatal ao
MeHg, paradoxalmente, outros evidenciam a importancia do consumo
dos pescados neste periodo. Por serem fontes de 4cidos graxos w-3, a
ingestdo materna de peixes e outros frutos do mar pode conferir
beneficios a ontogénese do SNC e ao seu desenvolvimento pés-natal
(Myers & Davidson, 1998; Sakamoto et al, 2004; McCann & Ames,
2005; Myers et al, 2007; Oken & Bellinger, 2008; Davidson et al, 2000;
2011; Strain et al, 2008; Stokes-Riner et al, 2011; Strain et al, 2015;
Julvez et al, 2016).

Poucos trabalhos exploraram os possiveis beneficios da acdo
DHA e/ou EPA frente aos efeitos deletérios decorrentes da agao de MeHg
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co-administrados no periodo perinatal. Jayashankar e cols. (2012)
demonstraram que o tratamento combinado de DHA e MeHg
perinatalmente reduz o acimulo de MeHg no cérebro e diminui o dano
comportamental provocados pelo MeHg em filhotes de camundongos
com 15 dias de vida. Interessantemente, este estudo também mostrou que
a exposicéo isolada de DHA e combinada com MeHg ativou a expresséo
de genes relacionados ao funcionamento e desenvolvimento adequados
do cérebro, sendo que a ativagdo destes ndo foi observada no tratamento
isolado com MeHg (Jayashankar et al, 2012). Entretanto, animais adultos
e idosos que foram expostos in utero a uma dieta combinada de 6leo de
peixe e MeHg ndo apresentaram melhora em testes comportamentais
espaciais e visuais a longo prazo (Paletz et al, 2006; 2007).

In vitro, o tratamento prévio com DHA em células de linhagens
neuronal (B35) e astrocitaria (C6) expostas ao MeHg diminuiu o contetido
celular de Hg. No entanto, o DHA ndo foi capaz de aumentar o contetdo
de GSH e diminuir a produgdo de EROs mediados por MeHg (Kaur et al,
2007; 2011). J& em outro estudo com cultura primaria de astrécitos e
neurdnios cerebelares, o tratamento com DHA também diminuiu o
acimulo celular de Hg e foi capaz de reduzir o aumento da producéo de
EROs induzidos pelo MeHg em ambos os tipos celulares (Kaur et al,
2008b). Células C6 tratadas com dacidos graxos ®-3 mostraram que a
exposi¢do ao DHA e EPA aumentou o contetdo intracelular dos AGPIs
e a atividade das enzimas CAT e glicose-6-fosfato desidrogenase
(Leonardi et al, 2005). No entanto, apenas a exposi¢cdo ao DHA causou
um aumento na geragao de EROs e na peroxidagdo lipidica concomitante
ao aumento na atividade da GPx de maneira dose- e tempo-dependente
(Leonardi et al, 2005; 2007).

Como acima descrito, durante as fases de desenvolvimento pré-
natal e pos-natal inicial do SNC, os eventos celulares de proliferacéo e
diferenciacdo sdo intensos. Neste periodo, o SNC, em particular, €
altamente susceptivel a acdo de fatores nutricionais e ambientais, tais
como o0 MeHg. Durante este periodo, 0s organismos em formagdo podem
sofrer a acdo de agentes externos, sendo capazes de responder a tais
agentes com modificacBes moleculares, incluindo alteracdes no DNA
(Grandjean et al, 1997; Wainwright, 2002; Bernal & Jirtle, 2010). Tais
modificacBes epigenéticas podem ser transmitidas entre as células e
algumas consequéncias adversas podem surgir na vida adulta. E durante
este periodo plastico de desenvolvimento que alguns tecidos, tais como o
SNC, estdo mais sensiveis aos eventos epigenéticos decorrentes do
ambiente (Barouki et al, 2012). A literatura atual explora pouco o possivel
envolvimento de eventos epigenéticos conferidos pelos EPA e DHA
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frente a neurotoxicidade do MeHg durante o desenvolvimento e
maturacdo do SNC, tampouco se estes podem modular ou potencializar
respostas que podem surgir na vida adulta.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos experimentais e epidemioldgicos tém mostrado que a
exposicdo a determinados fatores ambientais - como metais toxicos - e
nutricionais durante o desenvolvimento pode influenciar no surgimento
de respostas bioldgicas a curto e longo prazo em animais e seres humanos.
Os periodos de desenvolvimento in utero e pés-natal inicial representam
janelas cruciais para a acdo de agentes deletérios, como o MeHg, um
poluente encontrado principalmente em frutos do mar. Por outro lado, um
crescente nimero de estudos com populagdes consumidoras de pescados
durante o neurodesenvolvimento vem sugerindo o possivel papel protetor
dos acidos graxos poliinsaturados do tipo -3 como uma importante
estratégia contra a toxicidade promovida por MeHg. No entanto, a maior
parte destes estudos tem como foco a andlise de comportamentos
relacionados ao desenvolvimento motor e intelectual e pouco se sabe das
consequéncias celulares e bioquimicas da exposicdo a estes agentes
durante o desenvolvimento. Tampouco é conhecido se os efeitos da
exposicdo durante este periodo podem estar envolvidos na modulagéo e
surgimento de respostas na vida adulta (longo prazo). Logo, o presente
estudo investigou possiveis efeitos benéficos da ingestdo dos acidos
graxos -3 no inicio da vida no dano promovido pelo MeHg ao SNC a
curto e longo prazo.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral foi investigar 0s possiveis mecanismos
celulares, bioguimicos e comportamentais pelos quais os acidos graxos
poliinsaturados »-3 (DHA e EPA) afetam a neurotoxicidade induzida
pela exposicdo perinatal e adulta de camundongos ao MeHg.

3.2. Objetivos especificos

a. Investigar o efeito da exposicdo materna (periodos gestacional e
lactacional) ao MeHg e/ou acidos graxos poli-insaturados -3 (via dieta
enriquecida com 6leo de peixe) em camundongos ap6s o desmame (PN
21) sobre os seguintes aspectos:

(i) parametros comportamentais relacionados ao sistema locomotor;

(i) perfil lipidico plasmatico (colesterol e triglicerideos);

(iii) atividade de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase,
glutationa redutase), marcadores de estresse oxidativo (contetdo de tiois
ndo-proteicos e MDA) e metabolismo mitocondrial (atividade dos
complexos I e 1) no cerebelo e hipocampo;

(iv) proteinas-alvo envolvidas na homeostase sinaptica no cerebelo;

(v) morfologia geral, organizacdo e morfometria das camadas
celulares e quantificacdo das células de Purkinje no cerebelo;

(vi) imunohistoquimica para ativagdo de astrdcitos (gliose) (GFAP)
no cerebelo de camundongos filhotes.

b. Investigar, em camundongos adultos, efeito de uma exposic¢éo
perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos poli-insaturados ®-3 (via dieta
enriquecida com Oleo de peixe) a longo prazo (PN 84) e os efeitos da
exposi¢do ao MeHg durante a vida adulta (14 dias de exposi¢ao) nestes
animais sobre 0s seguintes aspectos:

(i) parametros comportamentais relacionados ao sistema locomotor;

(i) perfil lipidico plasmaético;

(iii) atividade de enzimas antioxidantes, marcadores de estresse
oxidativo e metabolismo mitocondrial no cerebelo e hipocampo;

(iv) niveis de mercurio no cerebelo de camundongos adultos.

c. Buscar relacionar eventos observados apds o desmame e vida
adulta no intuito de compreender fatores nutricionais/ambientais precoces
que podem modular eventos neurotoxicos futuros.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Para os estudos realizados, foram utilizadas fémeas prenhas de
camundongos (Mus musculus, linhagem Swiss) oriundas do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) apds
confirmacédo do acasalamento por plug vaginal no dia gestacional 1 (DG
1). Estes animais foram mantidos sob condi¢fes ambientais adequadas no
Biotério do Departamento de Bioquimica do Centro de Ciéncias
Bioldgicas (CCB) da UFSC em gaiolas plasticas individuais com racéo e
agua ad libitum, em estantes ventiladas e temperatura de 22 + 2 °C
controladas e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os protocolos
experimentais utilizados foram aprovados junto & Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo de nimero PPO0765.

4.2 Protocolo experimental 1 - exposic¢ao perinatal ao MeHg e/ou 6leo
de peixe

Fémeas adultas prenhas foram divididas em 4 grupos
experimentais de acordo com o tratamento recebido. Cada grupo foi
composto por 21-23 fémeas, sendo estes: (i) grupo controle, cujos animais
receberam agua e racdo padrdo AIN-93G (Rhoster ®), (ii) grupo MeHg,
cujos animais receberam uma solugdo de MeHg (5 mg/L, ad libitum —
Cloreto de Metilmercdrio (I1), Sigma Aldrich) (Stringari et al, 2008) via
agua de beber, (iii) grupo ®-3, cujos animais receberam racdo enriquecida
com 4,5% de 6leo de peixe (Rhoster®, 11,96 g/kg de DHA e 13,3 g/kg
de EPA w/w, ad libitum) (Sable et al, 2012; Rathod et al, 2014) (Tabela
1) e (iv) grupo -3 + MeHg, cujos animais receberam a racdo enriquecida
com Oleo de peixe ad libitum e MeHg ad libitum via 4gua de beber.
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Tabela 1: Composicdo centesimal da racdo padrdo AIN-93G e da
racdo enriquecida com Oleo de peixe produzidas pela empresa
Rhoster ® (Aracgoiaba da Serra/ SP).

Ingredientes

Caseina

Amido de milho
Sacarose

Oleo de soja
Amido dextrinizado
Oleo de peixe
Fibras

Mistura de
vitaminas

Mistura de minerais
Bitartarato de colina
L-cistina
Antioxidante

Total ()

Energia (kJ/g)
Carboidratos (%)
Proteinas (%)
Lipideos (%)

Dietas (gkg)
AIN-93G

200
397,486
100
70
132
50
10

35
2,5
3
0,014
1000

3.9
61,74
20,56
17,70

Rac&o enriquecida com
oleo de peixe

200
352,486
100
70
132
45
50
10

35
2,5
3
0,014
1000

41
55,16
21,13
23,71

Os diferentes tratamentos foram conduzidos durante o periodo
gestacional e de lactagdo, totalizando 6 semanas de exposicao (Figura 5).
Ao longo deste periodo, o controle da ingesta sélida (consumo e troca) foi
realizado 3 vezes por semana, ao passo que a ingestdo hidrica (consumo
e troca) foi registrado 2 vezes na semana. Ainda, o peso corporal das maes
durante a gestacdo e lactacdo e o peso das ninhadas do nascimento ao

desmame foram monitorados semanalmente.
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Figura 5: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 1.

| Exposi¢iio materna: gestagio e lactagiio (6 semanas) ‘

I ' L 1 1

= | | 1

DG 1 PN 1 PN 21 PN22 PN23
l Nascimento Desmame
4 filhotes/ninhada
Grupo I: Controle Testes
Grupo II: Smg/L. MeHg comportamentais
Grupo ITT: Dieta com 6leo de peixe (4,5%) Plasma: perfil lipidico
Grupo IV: Dicta com olco de peixe + McHg Cerebelo e ]"T’f”“m“]’“:
GPx, GR, NPSH,

TBARS, Cle ClI
Cerebelo: morfologia e
imunohistogquimica

Os tratamentos iniciaram no dia gestacional (DG) 1 e foram até o dia pds- natal
(PN) 21, quando ocorreu o desmame, seguidas das analises comportamentais,
bioguimicas e histoldgicas. GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase;
NPSH: ti6is ndo-protéicos; TBARS: substancias reativas ao &cido tiobarbitirico;
C I: atividade com complexo mitocondrial I; C Il: atividade com complexo
mitocondrial 11.

O dia do nascimento foi considerado PN1 e, no 3° dia de vida
pos-natal (PN 3), as ninhadas foram reduzidas a 8 filhotes/ninhada
(mantendo vivos preferencialmente machos), que permaneceram com
suas maes até o PN 21, onde ocorreu o desmame. Neste momento, foram
separados 4 filhotes de cada ninhada e, ap6s 24 horas, conduzida analise
de testes comportamentais. No dia seguinte a estes testes, os filhotes
foram anestesiados com isoflurano para coleta de sangue por puncao
cardiaca e obtencdo do plasma. Além disso, o cérebro foi retirado e o
cerebelo e hipocampo coletados. Os filhotes remanescentes, ou seja, 4
filhotes/ninhada, foram utilizados no segundo conjunto de experimentos,
sendo que, para este, somente filhotes do sexo masculino foram
utilizados.

4.3 Protocolo experimental 2 — exposi¢cao adulta ao MeHg em animais
expostos ou ndo ao MeHg e/ou 6leo de peixe no periodo perinatal

Para este segundo conjunto de experimentos, foram utilizados
machos provenientes das proles dos 4 grupos pertencentes ao
experimento 1. Como descrito acima, estes animais foram desmamados
aos 21 dias e os 4 machos remanescentes de cada ninhada foram
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alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) e nédo receberam tratamento até
a 102 semana de vida. A partir da 10? semana de vida, dois animais de
cada ninhada dos 4 grupos experimentais foram submetidos a exposi¢éo
ao MeHg (7 mg/kg/dia) (Stringari et al, 2006) via gavagem durante 14
dias (Figura 6). Os dois animais remanescentes de cada grupo receberam
agua (veiculo do MeHg) via gavagem, sendo estes considerados
controles. Apds estes 14 dias de exposi¢do ou ndo ao MeHg, assim como
no experimento 1, os animais foram analisados por testes
comportamentais para o avaliagdo locomotora e forga neuromuscular.
Apos 24 h da realizacdo destes testes, 0s animais foram anestesiados com
isoflurano e procedeu-se a pun¢do cardiaca para coleta de sangue e
obtengdo do plasma e as estruturas encefélicas de interesse (cerebelo e
hipocampo) foram dissecadas para as analises bioquimicas.

Figura 6: Linha do tempo descritiva do protocolo experimental 11.

| Exposi¢io materna: gestagiio e lactagio (6 semanas) |
= | | o

DG | PN 1 PN 21 PN 70
l Nascimento Desmame 4 filhotes/ninhada \

Grupo I: Controle Grupo C(_!I.}Il‘olc
Grupo IT: 5mg/T. MeHg il ) } Gavagem

Grupo exposigio 14 dias
adulta: Tmg/kg (PN 70-84)
McHg
(2 filhotes/ninhada) ]

Grupo HI: Dieta com 6leo de peixe (4,5%)

Grupo IV: Dieta com dleo de peixe + MeHg

Testes comportamentais
Plasma: perfil lipidico
Cerebelo e hipocampo: GPx, GR,
NPSH, TBARS, Cl e CII

Grupos experimentais | — 1V de acordo com o tratamento materno (gestacdo e
lactagdo). Os tratamentos nas maes iniciaram no dia gestacional (DG) 1 até o dia
pés- natal (PN) 21, quando ocorreu o desmame. A exposi¢do adulta ao MeHg (via
gavagem) ocorreu na 10% semana de vida pos-natal dos animais, por 14 dias e
apds foram conduzidas as analises comportamentais e bioquimicas. DG: dia
gestacional; PN: dia pos-natal; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa
redutase; NPSH: tidis ndo-protéicos; TBARS: substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico; C I: atividade com complexo mitocondrial I; C 1I: atividade com
complexo mitocondrial I1.
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4.4 Analises Comportamentais
4.4.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado com o objetivo de analisar
a atividade locomotora e exploratéria dos animais. Para o tal, os animais
foram colocados individualmente no centro de uma arena circular (44 cm
de didmetro e 22 cm de altura) com 12 setores desenhados no chédo. O
nimero de cruzamentos (setores cruzados pelo animal com as quatro
patas) foi utilizado para avaliar a atividade locomotora e o nimero de
levantadas (nimero de vezes que o animal se equilibra sobre as patas
traseiras) foi utilizado para avaliar o comportamento exploratdrio, sendo
estes parametros registrados em um periodo de 6 minutos (Santos et al.,
2012).

4.4.2 Teste da barra giratoria (rotarod)

O teste do rotarod tem por objetivo avaliar a integridade do
sistema motor dos animais. O aparato é composto por uma barra giratoria
de 30 cm de comprimento e 3 cm de diametro, a qual possui 4
compartimentos individualizados (Insight®). O protocolo adotado foi o
de aceleracdo continua, onde os animais eram colocados sobre a barra
numa velocidade inicial de 5 rotagdes por minuto (rpm), ao longo do
periodo de 6 minutos de avaliagdo, sendo que a velocidade aumenta
progressivamente até no maximo 21 rpm e 25 rpm, para os filhotes e para
os adultos, respectivamente (Malagutti et al., 2009; Stringari et al., 2006).
Para esta analise, 0 nimero de quedas de cada animal ao longo do tempo
foi entdo registrado.

4.4.3 Teste da inversdo da grade (hang test)

Para avaliar a forca neuromuscular dos animais, os camundongos
(filhotes e adultos) foram individualmente colocados em uma grade
horizontal de malha de aco de 0,5 cm?, a grade foi entdo invertida, de
modo que para 0 camundongo nao cair, ele precisa se agarrar nela com as
patas dianteiras e traseiras, permanecendo pendurado de cabega para
baixo (Tillerson & Miller, 2003). A inversdo da grade ocorreu a uma
distdncia de 20 cm acima de uma caixa contendo maravalha, para
desencorajar a queda e evitar ferimentos em caso de queda. Esta grade foi
ainda equipada com uma protecdo de papeldo com 10 cm de altura para
impedir que os animais escalassem até a sua parte superior. Os
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camundongos foram mantidos invertidos individualmente por até 30
segundos e foram dadas 10 tentativas (com intervalo de 1 minuto entre
elas) para se determinar o maior tempo de permanéncia. O maior tempo
atingido pelo animal foi utilizado para o calculo da porcentagem de tempo
sem cair, registrado como o maior tempo/30 s x 100 (Mohanasundari et
al., 2006).

4.5 Analises Bioquimicas
4.5.1 Anélise de perfil lipidico plasmético

Os niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos foram
determinados por métodos enzimaticos utilizando kit comercial de
reagentes (Labtest Diagndstica ®, Lagoa Santa MG, Brasil).

4.5.2 Preparacao de extrato dos tecidos encefalicas

Apos 24h do término dos testes comportamentais, 0s animais
foram mantidos anestesiados em isoflurano, conduzida a puncéo cardiaca
para obtencdo do plasma (com seringas e tubos heparinizados) e, apés
decapitacdo, os animais tiverem seus enceéfalos removidos. Os hipocampo
e cerebelo do hemisfério direito foram isolados e homogeneizadas em
tampdo HEPES 20 mM, pH 7,0. Em seguida, o homogenato foi
centrifugado a 16.000 g por 20 minutos em centrifuga refrigerada (4° C).
Parte do sobrenadante imediatamente separado para mensuracdo dos
niveis de TBARS e de ti6is ndo-protéicos (NPSH) e o remanescente
conservado a -80° C para posterior dosagem das atividades enzimaticas
(GPx e GR). Para as dosagens do conteldo dos niveis de tidis-ndo
proteicos, os sobrenadantes foram acrescidos de uma solucdo de acido
tricloroacético a 10% a centrifugacdo a 5.000 x g por 10 minutos sob
refrigeracdo. O sobrenadante 4cido foi neutralizado até pH 7,0 com uma
solugdo de TFK 1 M. Para determinagéo da atividade dos complexos da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, os hemisférios esquerdos
do cerebelo e hipocampo foram homogeneizados em tampao fosfato (pH
7,4), contendo 0,3 M de sacarose, 5 mM de MOPS, 1 mM de EGTA e
0,1% de albumina. Os homogenatos foram centrifugados a 1000 x g sob
refrigeracdo durante 10 minutos e o sobrenadante utilizado foi utilizado
para a determinacdo da atividade das NADH desidrogenases (complexo
I) (Cassina & Radi, 1996) modificado por Latini et al (2005) e do
complexo Il (Fischer et al., 1985).
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4.5.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A enzima GPx catalisa a reducdo de H,O, e outros peréxidos
organicos, e para tal utiliza GSH como co-substrato, produzindo GSSG,
a qual é reduzida pela GR com o consumo de NADPH, que foi mensurado
através da leitura em espectrofotdmetro em 340 nm (Wendel, 1981). A
atividade da GPx foi expressa em nmol de NADPH oxidado/min/mg de
proteina. Ja para a atividade da enzima GR, a reducdo da glutationa
oxidada (GSSG) foi determinada indiretamente através do
monitoramento do consumo (oxida¢do) do NADPH a 340 nm (Carlberg
& Mannervik, 1985) e sua a atividade foi expressa em nmol de NADPH
oxidado/min/mg de proteina.

4.5.4 Atividade dos complexos mitocondriais

A atividade do complexo | foi medida através da taxa de redugéo
do ferricianeto a 420 nm, dependente de NADH. Ja a atividade do
complexo Il foi mensurada através da taxa de absor¢éo do succinato-2,6-
diclorofenol indofenol (DCIP) a 600 nm. As atividades de ambos 0s
complexos da cadeia respiratoria foram calculados como nmol.min™t mg
proteina.

4.5.5 Determinacao dos niveis de tidis-néo proteicos

Com o objetivo de avaliar o contetdo intracelular de glutationa
reduzida (GSH), os niveis de NPSH foram determinados pelo método de
Ellman (1959), uma vez que cerca de 95% dos NPSH é glutationa. O
conteldo de tidis ndo-proteico foi determinado pela redu¢éo do acido 55'-
ditiobis-(2-nitrobenzéico) a 405 nm em espectrofotémetro utilizando uma
curva de GSH como padrdo em nmol/mg de proteina.

4.5.6 Determinacdo da concentracdo de MDA

Para avaliar o efeito dos tratamentos na peroxidacdo lipidica nas
estruturas encefalicas, as substancias capazes de reagir ao A&cido
tiobarbitdrico (TBARS) foram determinadas em homogenatos de
cerebelo e hipocampo de filhotes e adultos utilizando 0 método descrito
por Ohkawa e col (1979). O método consiste em avaliar a formacéo de
malondialdeido (MDA), um produto final de peroxidagéo lipidica, o qual
reage com o &cido tiobarbitdrico para formar um complexo corado. O
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produto da reacdo foi mensurado espectrofotometricamente a 532 nm
utilizando MDA como padrdo em nmol/mg de proteina.

4.5.7 Western blot
4.5.7.1 Extragéo de proteinas totais

Para obtencédo do extrato proteico total das amostras, o cerebelo
foi dissecado (8 animais/grupo) e homogeneizado mecanicamente (4°C)
em tampé&o de extracdo 1:4 p/v, contendo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA
1 mM, Triton X-100 1% e glicerol 10%, coquetel comercial de inibidores
de proteases (Protease Inhibitor Cocktail, Amresco, OH, USA), PMSF
0,1 mM e inibidores de fosfatases NaF 100 mM e NazVO42 mM). Em
seguida, os extratos foram centrifugados (10.000 x g a 4 °C por 10 min)
e os sobrenadantes diluidos (1:1 v/v) em solugdo (Tris 100 mM pH 6,8;
EDTA 4 mM e SDS 8%) e posteriormente aquecidos a 100°C por 5 min.
Por fim, foi adicionado as amostras o tampéo de dilui¢do (glicerol 40%,
Tris 100 mM, azul de bromofenol blue, pH 6,8) na proporcédo 25:100 (v/v)
e B-mercaptoetanol (concentragéo final de 8%).

4.5.7.2 Eletroforese e transferéncia das proteinas

Apb6s a extracdo e dosagem de proteinas das amostras de
cerebelo, 60 pg de proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS 10% em corrente elétrica fixa de 40 mA e tensdo
maxima de 150 mV por aproximadamente 2 h. A seguir, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, GE
Healthcare) usando um sistema semi-dry (1.2 mA/cm?; 1.5 h). Para atestar
a eficacia do processo de transferéncia das proteinas, os géis foram
corados com solucéo de azul de Coomassie e as membranas com solugédo
de Ponceau S 0,5% por 3 minutos. Feito isto, as membranas foram
submetidas ao processo de imunodeteccdo com anticorpos especificos,
descritos a seguir.

4.5.7.3 Imunodetecgdo de Proteinas

As membranas foram incubadas com tampéo de bloqueio com
5% de leite desnatado em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) por
1 hora sob agitacdo. Apos lavagens em TBS-T (Tris 10 mM, NaCl
150 Mm, Tween 20 0,1%, pH 7,5), as membranas foram incubadas
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overnight a 4° C com anticorpos especificos diluidos em TBS-T com BSA
2% nas seguintes concentracdes: 1:1000 de anti-fosfo e total sinapsina,
(Santa Cruz, CA, USA; Cell Signaling Technology, Beverly, USA,
respectivamente), anti-sinaptofisina (Abcam, Cambridge, MA, USA) e
anti-PSD-95 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA), 1:3000 de
anti-4-hidroxinonenal (Abcam, Cambridge, USA) e 1:2500 de B-actina
(Santa Cruz, CA, USA). A fim de se detectar os complexos imunes, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho ou
anti-camundongo conjugados com peroxidase por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, as membranas foram expostas ao kit de
emissao de quimioluminescéncia (ECL, GE Healthcare) e o sinal emitido
registrado pelo Fotodocumentador ChemiDoc MP (Bio-Rad, CA, USA).
Apos trés lavagens, todas as membranas foram incubadas com anticorpo
anti-B-actina (1:2500) para o controle interno da quantidade de proteinas
de cada amostra.

O sinal emitido nas bandas fosforiladas foi determinado pela
razdo da densidade dptica (DO) da banda fosforilada e da DO da banda
total. J& para proteinas totais, o imunocontetdo foi determinado pela
razdo da DO da banda da proteina alvo e da DO da B-actina, sendo que as
densidades foram quantificadas usando o software ImageJ® (Frederick,
MD, USA).

4.5.8 Dosagem de proteinas

O contetdo de proteinas foi determinado através do método de
Lowry (1951), usando albumina de soro bovino como padréo.

4.5.9 Determinacao dos niveis de mercurio

Os niveis de mercrio nas amostras de cerebelo foram
determinadas pelo Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de Metais
coordenado pelo professor Dr. Fernando Barbosa Junior da Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto. A anélise foi realizada por Espectrometria
de absorcéo atbmica, como descrito por Zimmermann e col (2014). Em
resumo, as amostras foram pesadas (5 animais/grupo) e adicionados 5 ml
a3:1 (v/v) de H2SO4:HNOs3 a temperatura ambiente, por 2 horas. A seguir,
as amostras foram aquecidas a 80°C (40 min) adicionados 15 ml de HCI
6 mol/L, 3 ml de BrCI 0,1 mol/L e 4 ml de 4gua deionizada. As amostras
foram novamente aquecidas a 60°C por 1 hora e diluidas em 1:10 with
2% (v/v) com HCl e 0,1 ml de cloridrato de hidroxilamina para a analise.
Os resultados foram expressos em pg/g.
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4.6 Analise histologica

Para a obtencdo das amostras histoldgicas, os camundongos no
PN 23 (9 animais/grupo) foram anestesiados com isofurano e em seguida
perfundidos no ventriculo cardiaco esquerdo com solugéo salina (NaCl a
0,9%), seguida por uma solucéo fixadora de paraformaldeido a 4% (PFA)
em 0,1 M de solucdo tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4. Apés a
perfusdo, os cerebelos foram dissecados e pré-fixados overnight em
solugdo de PFA e divididos em 2 grupos experimentais. Quatro
animais/grupo foram utilizados para a analise morfolégica e cinco
animais/grupo foram destinados para a analise imunohistoquimica.

4.6.1 Anélise morfoldgica e morfométrica

Para as analises morfolégicas e morfométricas, os cerebelos (4
animais/grupo) foram desidratados em solugbes de concentragéo
crescente de alcool etilico (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100% | e 100%
I1) por 1 hora cada e diafanizados em xilol | (1:1 de alcool etilico 100% e
xilol) e xilol 11 por 40 minutos cada. Posteriormente, as amostras foram
incluidas na parafina (3 banhos por 3 horas em cada etapa). Apds, foram
armazenadas até a realizacdo dos cortes sagitais em micrétomo rotativo
(Leica® RM2255, IL, USA) na espessura de 5 pm. Os cortes sagitais
obtidos do cerebelo foram dispostos em laminas revestidas com gelatina
a 2% e posteriormente estes foram corados com Azul de Toluidina 1%
por 30 segundos.

Posteriormente, as laminas foram cobertas com laminulas em
meio de montagem Entellan (Merck, DA, Germany) para a analise da
morfologia geral e obtencdo da morfometria das camadas celulares do
cerebelo em fotomicrografias obtidas no Microscopio invertido Olympus
IX83 com o sistema de captura de imagens CellSens Dimension 1.12
(Olympus, Canada). O comprimento das camadas molecular e granular
do cerebelo (um) foram mensuradas no apice das folhas cerebelares em 9
cortes por animal (x10). O namero de células de Purkinje foi avaliada
através da contagem por campo visual nas folhas cerebelares em 3 cortes
por animal (x40).

4.6.2 Analise imunohistoquimica
Para as analises por imunohistoquimica, o cerebelos dos

camundongos (5 animais/grupo) foram armazenados em uma solucéo de
sacarose 30% a 4°C para posterior realizacdo das fatias sagitais obtidas
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em vibratomo rotativo (Vibratome®, Series 1000, St. Louis, MO, USA)
a fresco com espessura de 20 um. As fatias foram incubadas com 0,3%
de H202 em PBS contendo 0,15 % de triton X-100 (PBS-T) por 30
minutos para inibicdo das peroxidases enddgenas. Posteriormente, foi
realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com 5% de soro de cabraem
PBS-T por 1 hora a temperatura ambiente (TA). Em seguida, as fatias
foram incubadas overnight a 4 °C com o anticorpo primario anti -GFAP
(glial fibrillary acidic protein) (1:500; Dako Laboratories, CA, USA).
Apbs incubagdo as fatias foram lavadas em PBS-T, e foram incubadas por
1 hora com o anticorpo secundario biotinilado anti-camundongo (1:250,
Sigma, MO, USA), seguida de incubacdo por 1 hora com o complexo
avidina-biotina (1:125, Vectastain ABC kit, Vector Laboratories, CA,
USA) e da reagdo de revelagdo com 0,035 % de cloreto de 3,3-
diaminobenzidina (DAB, Sigma, MO, USA). As fatias foram montadas
em laminas tratadas com gelatina a 2%, desidratadas em uma série
crescente de etanol, xilol e cobertas com laminulas utilizando o meio de
montagem Entellan (Merck, DA, Germany) para posterior analise. As
fotomicrografias para a andlise da imunomarcacdo para GFAP foram
obtidas pelo sistema de captura descrito acima (x10). As imagens foram
obtidas em brilho uniforme e convertidas em escala de cinza para
obtencdo da Densidade Optica (DO) das camadas molecular e granular do
cerebelo de 5 regibes/fatia em 4 fatias aleat6rias usando o software
ImageJ® (Frederick, MD, USA).

4.7 Andlise estatistica

As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais foram
avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) de duas vias para 0s
protocolos experimentais 1 e 2, seguidas pelo teste de comparacgdes
maltiplas de Fisher. Os resultados foram normalizados como
porcentagem do controle a fim de evitar possiveis vieses para cada
conjunto de animais. Os dados foram representados com média + Erro
Padrdo da Média (E.P.M) e diferencas foram consideradas significativas
guando p<0,05. As analises estatisticas e os graficos foram feitos
utilizando o software Statistica 8.0. (StatSoft, Inc., 2008, OK, USA) e 0
programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA), respectivamente.
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5. Resultados

5.1 Protocolo experimental 1: exposi¢do perinatal ao MeHg
e/ou 6leo de peixe

Com o objetivo de investigar os efeitos da exposicao perinatal ao
MeHg isolada e/ou combinada a ingestdo de 4cidos graxos
poliinsaturados do tipo -3 na prole, fmeas de camundongo receberam
MeHg (5 mg/L) via agua e/ou uma dieta enriquecida com 6leo de peixe
(4,5%) durante a gestacéo e lactagdo. Ao longo deste periodo, 0 consumo
de liquidos e de racdo foram monitorados individualmente, pela diferenca
do que era ofertado e a quantidade da sobra do consumo. As tabelas 2 e 3
mostram que as ingestdbes materna de racdo e de liquidos,
respectivamente, ndo diferiram significativamente entres 0s grupos
experimentais. As ingestdes materna de ragcdo e de liquidos foram
crescentes, conforme se aproximava o nascimento (DG 21) e o desmame
dos filhotes (PN 21). Além disto, ndo foram evidenciadas alteragdes no
comprometimento motor nas progenitoras, assim como alteragfes no
nimero de ninhadas e distribuicao de filhotes e sexo nas proles durante
os diferentes tratamentos.

Tabela 2: Ingestdo materna diaria de ragdo (gramas) ao longo do
periodo de gestacgdo e lactacédo nos grupos experimentais.

Ingestéo Gestacgéo Lactacdo
(gramas)
Grupos 18 22 32 18 22 30
semana Semana Semana Semana Semana  Semana
Controle 41 53 5,9 10 15,6 14,1
(x0,3) (x0,2) (x0,2) (#0,4) (0,9) (x0,8)
MeHg 4,3 5,6 5,5 9,5 14,2 14,0
(#0,3) (x0,2) (x0,2) (¥0,4) (x0,4) (£0,5)
®-3 4,2 5,2 5,3 9,4 15,3 14,3
(#0,3) (#0,2) (x0,2) (¥0,4) (x0,6) (x0,4)
®-3+ 4,2 5,3 54 9,4 15,6 14,4

MeHg (¥0,3)  (¥0,2) (¥0,2)  (¥0,3)  (*¥0,4)  (¥0,5)

A ingestdo diaria de racdo, em gramas, foi obtida a partir de 3 dias de coleta por
semana. As fémeas dos grupos controle e MeHg receberam racéo padrdo AIN-
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93G e os grupos ®-3 e ®w-3+MeHg receberam uma racdo AIN-93G enriquecida
com Oleo de peixe (4,5%). Os dados séo representados como média + E.P.M. n=
21-23. A estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias,
seguido do teste post-hoc de Fisher LSD.

Tabela 3: Ingestdo materna diéria de liquidos (mililitros) ao longo do
periodo de gestacdo e lactacdo nos grupos experimentais.

Ingestdo Gestacdo Lactacdo
(Mililitros)
Grupos 12 28 38 12 28 38
Sémana Semanha Semana Semana Semana Semana
Controle 5,9 7.4 8,3 12,6 15,5 18
(£0,4)  (#0,6) (¥0,4)  (¥1)  (#0,9) (1,2
MeHg 6,2 7 8,1 12,2 15,6 17
(#0,3)  (£0,6) (x04) (x0,8) (¥0,7) (1)
-3 6,2 7 87+ 127 15,1 17,6
*06) (05 05  (x11) (20,9  (#1)
-3+ 5,8 6,9 8,7 + 12 17,1 17
MeHg (x0,4) (x0,6) 04 (#1)  (#0,9)  (x1,1)

A ingestdo diaria de liquidos, em mililitros, foi obtida a partir de 2 dias de coleta
por semana. As fémeas dos grupos controle e -3 receberam agua, ao passo que
0s grupos MeHg e w-3+MeHg receberam agua contendo 5mg/L de MeHg. Os
dados sdo representados como média + E.P.M.n= 21-23. A estatistica foi
realizada por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do teste post-
hoc de Fisher LSD.

Além do controle do consumo de liquidos e de ragdo, 0s pesos
corporais das méaes e das ninhadas também foram monitorados ao longo
dos periodos de desenvolvimento. A exposicdo ao MeHg ¢ ou a racao
enriquecida com Gleo de peixe nado alteraram o ganho de peso das fémeas
e das ninhadas nas 3 semanas de gestagdo e de lactacdo avaliadas (Figura
7).
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Figura 7. Efeitos da exposicdo perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos
®-3 no peso corporal das mées e filhotes.
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As fémeas receberam durante a gestagao e lactacdo MeHg via dgua (5 mg/L) e/ou
auma dieta enriquecida com acidos graxos ®-3 (4,5%) e o0 grupo controle recebeu
agua e dieta padrdo (AIN-93G). (A) Peso corporal (gramas) das mdes foi
monitorado semanalmente ao longo do periodo gestacional e de lactagdo,
totalizando 6 semanas. (B) Peso corporal (gramas) das ninhadas ao longo do
periodo de lactagdo. Apds o nascimento (1% semana), o registro do peso foi
realizado com a ninhada completa (sem manipulagdo), ao passo que nas semanas
subsequentes, o peso foi registrado com as ninhadas j& padronizadas com 8
filhotes por mée. Os dados sdo representados como média + E.P.M. n=21-23. A
estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido
do teste post-hoc de Fisher LSD.

Para investigar o efeito da exposi¢do perinatal ao MeHg e/ou aos
acidos graxos oriundos do dleo de peixe em pardmetros comportamentais,
apos o desmame dos filhotes, quatro animais de cada ninhada foram
submetidos a testes especificos para averiguar possiveis alteracGes na
atividade locomotora, coordena¢do motora e forga neuromuscular. A
atividade locomotora espontanea e 0 comportamento exploratério,
avaliados através do nimero de cruzamentos e levantadas no teste do
campo aberto, respectivamente, ndo mostraram alteracfes nos filhotes
com 22 dias (PN 22) nos diferentes tratamentos (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos da exposicdo perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos
®-3 no comportamento locomotor e exploratorio em filhotes.
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Os filhotes foram expostos durante a gestagdo e lactacdo ao MeHg (5 mg/L) e/ou
a uma dieta enriquecida com acidos graxos w-3 (4,5%) e o controle recebeu 4gua
e dieta padrdo (AIN-93G). O teste do campo aberto foi realizado nos filhotes 24h
apos o desmame, que ocorreu no dia PN 21. Os resultados foram normalizados
como porcentagem do controle e representados como (A) nimero de cruzamentos
(100% corresponde a média de 131,2 + 9,3 cruzamentos) e (B) nimero de
levantadas (100% corresponde a média de 52,3 + 5,8 levantadas) no teste do
campo aberto. Os dados sdo representados como média + E.P.M. n= 12-17. A
estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido
do teste post-hoc de Fisher LSD.

No entanto, a exposi¢do perinatal ao MeHg foi capaz de alterar a
coordenacdo motora dos filhotes, avaliada através do teste da barra
giratoria (Rotarod). Houve um aumento significativo no nimero de
quedas nos animais cujas maes receberam MeHg [Fa72 = 15,15;
p=0,0002] e a racdo enriquecida com Gleo de peixe ndo foi capaz de
alterar este comportamento (Figura 9A). Por fim, a forga neuromuscular,
avaliada pelo teste da grade invertida, ndo se mostrou alterada em
decorréncia dos tratamentos maternos (Figura 9B).
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Figura 9. Efeitos da exposicdo perinatal ao MeHg e/ou acidos graxos
-3 na coordenagdo motora e forga neuromuscular em filhotes.
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Os testes do rotarod e da grade invertida foram realizados 24h apds o desmame,
que ocorreu no dia PN 21. Os resultados foram normalizados como porcentagem
do controle e representados como (A) numero de quedas no rotarod (100%
corresponde a média de 0,7 + 0,2 quedas) e (B) melhor tempo (segundos) no teste
da grade invertida (100% corresponde a média de 97,3 £ 1 melhor tempo) nos
camundongos. Os dados séo representados como média + E.P.M. (A) n=15-21
(B) n=13-17. A estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) de
duas vias, seguido do teste post-hoc de Fisher LSD. (A) * indica p<0,05 nos
grupos controle e ® -3 versus MeHg e o -3 + MeHg.

Apo6s 24h da realizacdo dos testes comportamentais, 0s animais
foram eutanasiados para a obtencdo de amostras de plasma e de tecidos
encefalicos (hipocampo e cerebelo). A analise do perfil lipidico no plasma
dos filhotes mostrou que os tratamentos ndo alteraram o0s niveis de
colesterol e triglicerideos nos animais (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeitos da exposicao perinatal ac MeHg e/ou &cidos graxos
-3 no perfil lipidico em filhotes.

Grupos
Controle MeHg -3 -3+ MeHg
Colesterol 100 91,33 92,8 101
(%) (4,99) (£5,59) (+3,07) (+4,04)
Triglicerideos 100 90,01 97,55 105,8
(%) (#4.57) (+6,43) (+5,16) (+6,23)

Os resultados foram normalizados como porcentagem do controle e
representados como nivel de colesterol (100% corresponde ao nivel médio de
61,9 + 6 mg/dL) e nivel de triglicerideos (100% corresponde ao nivel médio de
62,2 +4,2 mg/dL) em mg/dL. Os dados sdo representados como média + E.P.M.
(A) n=9-13 (B) n=9-11. A estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido do teste post-hoc de Fisher LSD.

Parametros de estresse oxidativo foram avaliados no hipocampo
e cerebelo dos filhotes de camundongo. A exposi¢éo perinatal ao MeHg
foi capaz de diminuir a atividade da GPx no hipocampo [F 43 = 13,68;
p=0,0006], no entanto, esta resposta ndo foi vista no cerebelo. A atividade
da GR (Figura 10), e os niveis de NPSH e TBARS nao foram alterados
no cerebelo ou no hipocampo dos filhotes em funcéo dos tratamentos
(Tabela 5).
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Figura 10. Efeitos da exposi¢ao perinatal ao MeHg e/ou &cidos graxos
-3 na atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR) em filhotes.

A B
*
150+ 150
9 s ]
x = O f—
oo | = =5 aa
62 100 o s 100 —
g £3
g 5] g k=3
4 =
5 g 50 g% 50
] E
= =
< <
0- 0
Controle w3 MeHg w-3 +MeHg Controle  w-3 MeHg w-3 +MeHg
c D
150+ 150
£ e
[+ 4
o e a
02 100 = 9 E 1004 E S
Log¥=] h- 3
i L=
o5 T B
'g Q [
= o 504 T g 504
S £ 2 c
= <
<
0- T T 0 T T
Controle  MeHg w-3  w-3+MeHg Controle  MeHg w-3  w-3+MeHg

A atividade das enzimas foi mensurada nos filhotes no dia PN 23 e sdo expressas
como nmol de NADPH oxidado/min/mg proteina. Os resultados foram
normalizados como porcentagem do controle e representados como atividade das
enzimas GPx no (A) cerebelo (100% corresponde a média de 3,5 + 0,3 nmol de
NADPH oxidado/min/mg proteina ) e (B) hipocampo (100% corresponde a
média de 2 £ 0,1 nmol de NADPH oxidado/min/mg proteina) e da GR em (C)
cerebelo (100% corresponde a média de 22,1 + 2,9 nmol de NADPH
oxidado/min/mg proteina) e (D) hipocampo (100% corresponde a média de 10,4
+ 0,5 nmol de NADPH oxidado/min/mg proteina) nos camundongos. Os dados
sdo representados como média + E.P.M. (A) (C) n= 8-14 (B) n=8-12 (D) n= 9-
14. * indica p<0,05 nos grupos controle e ® -3 versus MeHg e o -3 + MeHg.
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Tabela 5. Efeitos da exposicédo perinatal ao MeHg e/ou &cidos graxos
-3 sobre pardmetros de estresse oxidativo em filhotes.

Grupos

Controle MeHg -3 -3+ MeHg
Conteddo de
NPSH no 100 95,51 92,52 103,2
cerebelo (%) (+4,96) (£3,09) (8,51) (28,73)
Contetdo de
NPSH no 100 86,10 105,4 103,7
hipocampo (%)  (£6,71) (£6,49) (£9,44) (x7,13)
Niveis de
TBARS no 100,0 83,39 98,30 87,88
cerebelo (%) (£15,71) (£24,91) (£25,82) (£30,40)
Niveis de
TBARS no 100 89,99 94,28 109,5

hipocampo (%) (+32,86) (£25,2) (£19,11) (£51,44)

O conteido de NPSH e os niveis de TBARS foram mensurados nos filhotes no
dia PN 23 e sdo expressos como nmol NPSH/mg proteina e nmol de MDA/mg de
proteina, respectivamente. Os resultados foram normalizados como porcentagem
do controle e representados como conteldo de NPSH no cerebelo (100%
corresponde a média de 16,9 + 2,5 nmol NPSH/mg proteina) n=4-7 e hipocampo
(100% corresponde a média de 15, 1 + 2 nmol NPSH/mg proteina) n=4-8, niveis
de TBARS no cerebelo (100% corresponde a média de 4,4 + 1,9 nmol de
MDA/mg de proteina) n=4-8 e no hipocampo (100% corresponde & média de 1,6
+ 1,1 nmol de MDA/mg de proteina) n=4-7. Os dados sdo representados como
média = E.P.M.

Além das atividades das enzimas antioxidantes, avaliou-se o
efeito dos tratamentos maternos na atividade dos complexos
mitocondriais | e 11 no cerebelo e hipocampo dos filhotes. A Figura 11
mostra um aumento significativo na atividade NADH desidrogenase no
cerebelo[Fu 34y = 4,76; p=0,03] e no hipocampo [F30 = 1489,426;
p<0,000001] dos filhotes expostos perinatalmente a uma dieta
enriquecida com 6leo de peixe (Figura 11A e B), embora isto ndo tenha
sido evidenciado nos animais expostos perinatalmente a uma dieta
enriquecida com dleo de peixe + MeHg. A atividade do complexo Il ndo
foi significativamente alterada pelos tratamentos no cerebelo e
hipocampo (Figura 11C e D).
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Figura 11. Efeitos da exposi¢ao perinatal ao MeHg e/ou &cidos graxos
-3 na atividade dos complexos mitocondriais em filhotes.
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A atividade da NADH desidrogenase e do complexo Il nos filhotes no dia PN 23
e sao expressos em nmol/min/mg de proteina. Os resultados foram normalizados
como porcentagem do controle e representados como atividade da NADH
desidrogenase no (A) cerebelo (100% corresponde a média de 36,9 + 4,1
nmol/min/mg de proteina) e (B) hipocampo (100% corresponde a média de 38,1
+ 1,9 nmol/min/mg de proteina), atividade do complexo 11 no (C) cerebelo (100%
corresponde a média de 1,7 £ 0,2 nmol/min/mg de proteina) e (D) hipocampo
(100% corresponde a média de 0,8 + 0,06 nmol/min/mg de proteina) nos
camundongos. Os dados sao representados como média + E.P.M. (A) n=8-11 (B)
n=8-13 (C) n=7-10 (D) n=4-7. * indica p<0,05 no grupo ® -3 versus 0s demais
grupos experimentais.

Uma vez evidenciado que os tratamentos com o MeHg
(isoladamente e em combinacgéo a racdo enriquecida) foram capazes de
alterar a coordenagdo motora nos filhotes em PN 22, investigou-se seus
efeitos em alvos envolvidos na homeostase sindptica e na
neurotransmissao. Para tal, avaliou-se o imunoconteldo de sinapsina,
sinaptofisina e PSD-95 no cerebelo, uma vez que esta estrutura esta
relacionada ao equilibrio motor. A sinapsina é uma proteina envolvida na
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regulacdo da neurotransmissdo, particularmente na liberacdo de
neurotransmissores nos terminais pré-sinapticos (Cesca et al, 2010), ao
passo que a sinaptofisina e PSD-95 sdo proteinas pré e pos-sinapticas,
respectivamente (Glantz et al, 2007). Além disto, o imunocontetdo do 4-
HNE, um marcador utilizado para avaliar a lipoperoxidagdo, também foi
determinado no cerebelo dos filhotes. A figura 12 mostra que a exposi¢éo
perinatal ao MeHg isoladamente e/ou em combinacdo a uma dieta rica em
®-3 ndo foi capaz de alterar os niveis das proteinas envolvidas na
transmissao sinaptica, bem como ndo modificou os niveis de 4-HNE no
cerebelo dos camundongos.
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Figura 12. Efeitos da exposi¢ao perinatal ao MeHg e/ou &cidos graxos
-3 na fosforilagdo da proteina sinapsina e imunocontetdo das
proteinas sinapsina, sinaptofisina, PSD-95 e 4-HNE em filhotes.

A z F =
T

Kl s ° H

S ° N o =

< T © = o +

< o § @ = z o ©

< § §

o s = = 3 = 2 =

1

B
o 1.59 15
<
= ©
S <
4 =
S

= 104 ® 10
o BS
b B
- w0
g ?
o
c 0.57 2 05
® o
b o
] o
a

0.0 0.0

Controle MeHg w-3 w-3+ MeHg Controle MeHg w-3 w-3 + MeHg
[}
©
=
© 1.57
a
@ >
< H z
@ o <
T 1.0 B ° -
© c I © o
c < > ? ?
® o = z z
a
o
= 0.5
@
o 100 kDa
»
° -
2 504 80 kDa
o
Controle MeH w-3 w-3+ MeH

a 9 9 sgkpa - g - ™

4-HNE

°
. z s6kDa -
s . = | — ——
S g -d
s ° ? @ 32kDa =
D S s = B L4
- = — ]
--E —sSinaptofisina P— — p actina
W | — actina
E I
15
© 15
< @
S £
o S
b < 1.0
= b
©
<
£ w
2 z
2 Tos
= <
@
o
<
: o
2 0.0 0.0
. Controle MeHg w-3 w-3+ MeHg

Controle MeHg w-3 w-3 + MeHg

(Legenda na préxima péagina)



62

A taxa de fosforilagdo e o imunoconteido das proteinas foi determinado no
cerebelo dos filhotes no dia PN 23 e s&o expressos como os blots representativos
da imunorreatividade das proteinas-alvo e a densidade Optica (DO) das bandas.
Os resultados foram mostrados como (A) bandas representativas da proteina
sinapsina na sua forma total e fosforilada no cerebelo de cada condicéo
experimental. (B) A densidade optica (DO) da proteina sinapsina total foi
normalizada pela DO da B-actina e (C) a DO obtida pela razdo entre a forma
fosforilada e total da sinapsina. Bandas representativas dos niveis de sinaptofisina
(D), PSD-95 (F) e 4-HNE (H) nas condic6es experimentais. A densidade Optica
(DO) das proteinas sinaptofisina (E), PSD-95 (G) e 4-HNE (1) foi normalizada
pela DO da B-actina de cada condigéo. Os dados s&o representados como média
+ E.P.M. n=8.

Considerando que a exposi¢do perinatal ao MeHg prejudicou a
coordenagdo motora dos filhotes (Figura 9A) e que estudos apontam que
a exposicdo perinatal a este toxicante pode alterar a histogénese do
cerebelo (Sakamoto et al, 2002; Roda et al, 2008), investigamos a
morfologia geral do cerebelo dos filhotes, bem como a organizacdo
celular das camadas pela da avaliagdo morfométrica (comprimento) das
camadas e a densidade das células de Purkinje nos diferentes tratamentos.
A exposi¢do ao MeHg, isolamente ou em combinagao a ragao enriquecida
com Oleo de peixe, ndo alterou a morfologia geral do cerebelo, tampouco
a organizacdo das camadas granular (CG), das células de Purkinje (CP) e
molecular (CM) (figura 13A-F). A morfometria, avaliada pelo
comprimento das trés camadas cerebelares e pelo nimero de células de
Purkinje no apice das folhas do cerebelo, ndo foi modificada pelos
tratamentos durante o desenvolvimento do SNC (Figura 13G e H).
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Figura 13. Efeitos da exposi¢cdo materna ao MeHg e/ou AGIP do tipo
®-3 na coloracdo da técnica histologica de Azul de Toluidina no

cerebelo de filhotes.
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Os filhotes foram expostos durante a gestagdo e lactacdo ao MeHg (5 mg/L) e/ou
a uma dieta enriquecida com acidos graxos ®-3 (4,5%) e o controle recebeu &4gua
e dieta padrdo (AIN- 93G). Secgdes sagitais de cerebelo (5 um) foram coradas
com Azul de Toluidina e representadas no aumento de 4x. Visdo geral do
cerebelo, (A) grupo controle, (B) grupo MeHg, (C) grupo »-3 e (D) grupo MeHg
+ ©-3. (E) e (F) Seccéo sagital do cerebelo do grupo controle no aumento de 10x
e 40x, respectivamente, indicando o aumento utilizado para a obtencdo do
comprimento das camadas celulares do cerebelo (10x) e 0 aumento utilizado para
realizacdo da contagem do nimero de células de Purkinje (40x). (G) Morfometria
(um) das camadas granular (CG), das células de Purkinje (CP) e molecular (CM)
nos filhotes dos grupos experimentais, obtidas no apice das folhas do cerebelo.
(H) Quantificagdo das células de Purkinje nas folhas cerebelares dos filhotes nos
diferentes grupos experimentais. (G) e (H) Os dados sdo representados como
média £ E.P.M. n=4.

Por fim, avaliamos se os tratamentos durante o periodo
gestacional e lactacional poderiam alterar a imunomarcacgéo cerebelar de
GFAP, um marcador utilizado para avaliar presenca de gliose (Roda et al,
2008). Observamos que a exposi¢do perinatal ao MeHg e/ou aos acidos
graxos -3 ndo foram capazes de alterar a densidade dptica (DO) da
marcacao nas camadas molecular e granular no cerebelo dos filhotes dos
diferentes grupos experimentais (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos da exposicéo perinatal ao MeHg e/ou AGIP do tipo
-3 sobre a imunomarcagdo para a proteina &cida fibrilar glial
(GFAP) no cerebelo dos filhotes.
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Os filhotes foram expostos durante a gestacdo e lactacdo ao MeHg (5 mg/L) e/ou
auma dieta enriquecida com acidos graxos -3 (4,5%) e o controle recebeu 4gua
e dieta padrdo (AIN- 35 93G). A imunomarcagdo para GFAP no cerebelo no (A)
grupo controle, (B) grupo MeHg, (C) grupo ®-3 e (D) grupo MeHg + »-3. (F)
Detalhe da foto D mostrando um prolongamento celular imunomarcado para
GFAP na camada molecular (CM - seta pontilhada) e um astrdcito cerebelar
GFAP-positivo na camada granular (CG - seta). (E) Representacdo da densidade
Optica da regido de interesse (DO) nas CM e CG do cerebelo em filhotes. Os
dados sdo representados como média + E.P.M. n=5.
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5.2 Protocolo experimental 2 — exposicédo adulta ao MeHg em animais
expostos ou ndo ao MeHg e/ou 6leo de peixe no periodo perinatal

A fim de investigar o efeito da exposicdo ao MeHg na vida adulta
em animais expostos no periodo perinatal ao MeHg isolado e/ou
combinado a uma rag&o enriquecida com éleo de peixe, os camundongos
machos remanescentes do protocolo experimental 1 (4 animais/ninhada)
receberam MeHg ou &gua (controle) via gavagem (Figura 6), conforme
descrito na secdo de Metodologia. Esta exposi¢do ocorreu da 102 - 122
semana de vida dos animais. Apos este periodo, os camundongos adultos
foram avaliados por testes comportamentais para verificar a locomocéo e
coordenagdo motora, bem como a for¢ca neuromuscular. A figura 15
mostra que a atividade locomotora espontdnea e o comportamento
exploratorio nos adultos apresentaram um perfil semelhante. A exposicdo
perinatal a0 MeHg diminuiu 0 nimero de cruzamentos nos animais
quando avaliados na idade adulta (p<0,05) quando comparados ao grupo
controle (Figura 15A). O numero de levantadas (comportamento
exploratorio; Figura 15B) foi significativamente menor nos animais
expostos perinatalmente ao MeHg (p<0,01) e nos animais expostos
perinatalmente a0 MeHg combinado a racdo enriquecida com 6éleo de
peixe (p<0,01) quando comparados ao grupo controle.

Ainda em relagdo aos cruzamentos e levantadas, a figura
15mostra que a exposi¢cdo a0 MeHg na vida adulta teve um efeito
significativo sobre nimero de cruzamentos [F,75 = 15,57; p=0,00017] e
de levantadas [F(1,74) = 18, 78; p=0,000046]. No entanto, nos animaiscujas
mées haviam sido tratadas com MeHg (isoladamente ou combinado com
a racdo enriquecida com 6leo de peixe) e receberam novamente MeHg na
vida adulta, este fendmeno ndo foi observado (Figura 15)
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Figura 15. Efeitos de exposi¢cGes ao MeHg e/ou acidos graxos poli-
insaturados (AGPIs) na atividade locomotora e exploratoria em
machos adultos (3 meses de vida).
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O teste do campo aberto foi realizado 24h ap6s o término do tratamento na vida
adulta (Protocolo experimental 2). Os resultados foram normalizados como
porcentagem do controle e representados como (A) ndmero de cruzamentos
(100% corresponde a média de 62,2 + 4,8 cruzamentos) e (B) nimero de
levantadas (100% corresponde & média de 34,4 + 2,5 levantadas) dos
camundongos. Os dados sdo representados como média + E.P.M. n=8-12. O teste
estatistico realizado foi a anlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do
teste post-hoc de Fisher LSD. As barras agrupadas em cores solidas representam
os tratamentos realizados durante o periodo perinatal em animais que receberam
veiculo (4gua) quando adultos e # indica diferenca estatistica (p<0,05): efeito do
tratamento perinatal a longo prazo. As barras hachuradas representam os
tratamentos realizados durante o periodo perinatal em animais que receberam
MeHg quando adultos e * indica diferenca estatistica (p<0,05): efeito do
tratamento com MeHg na vida adulta quando comparados animais que receberam
0 mesmo tratamento perinatal.

Com relacdo ao numero de quedas, avaliado pelo teste do
rotarod, a exposicao perinatal ao MeHg ou racgéo enriquecida com 6leo
de peixe isolados (grupos ii e iii, respectivamente) aumentaram o nimero
de quedas nos animais adultos (p<0,05 e p<0,01, respectivamente)
(Figura 16A). A forca neuromuscular, avaliada pelo teste da inversdo da
grade, mostrou que os tratamentos maternos ndo alteraram este pardmetro
a longo prazo (Figura 16B).

A exposicdo ao MeHg na fase adulta foi capaz de alterar a
coordenagdo motora e a forga neuromuscular nos camundongos (Figura
16A e B, respectivamente). O tratamento com MeHg na fase adulta levou
ao aumento no numero de quedas apenas Nnos animais expostos
perinatalmente a0 MeHg combinado a racdo rica em 6leo de peixe (grupo
iv) (p<0,05). A avaliacdo da forca neuromuscular revelou que a exposi¢ao
adulta a0 MeHg diminuiu o tempo de permanéncia do animal agarrado a
grade naqueles expostos perinatalmente ao veiculo (controle) e a ragéo
com 6leo de peixe (p<0,05) (Figura 16B). J& nos animais adultos cujas
mées haviam sido tratadas com MeHg, isolado ou combinado com a ragédo
enriquecida com 6leo de peixe, este parametro nao foi alterado pela nova
exposicdo ao MeHg na vida adulta (Figura 16B).
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Figura 16. Efeitos de exposi¢des ao MeHg e/ou AGPIs no desempenho
motor no teste da barra giratéria (rotarod) e sobre a forca
neuromuscular no teste da grade invertida em machos adultos (3
meses).
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O teste do rotarod e da grade invertida foram realizados 24h apds o término do
tratamento. Os resultados foram normalizados como porcentagem do controle e
representados como (A) ndmero de quedas (n= 12-22) (100% corresponde a
média de 2,1 + 0,4 quedas) e (B) melhor tempo (n=9-14) (100% corresponde a
média de 90,1 + 5,4 do melhor tempo). Os dados séo representados como média
+ E.P.M. O teste estatistico realizado foi a analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguido do teste post-hoc de Fisher LSD. As barras agrupadas em cores
solidas representam os tratamentos realizados durante o periodo perinatal em
animais que receberam veiculo (dgua) quando adultos e # indica diferenca
estatistica (p<0,05): efeito do tratamento perinatal a longo prazo. As barras
hachuradas representam os tratamentos realizados durante o periodo perinatal em
animais que receberam MeHg quando adultos e * indica diferenca estatistica
(p<0,05): efeito do tratamento com MeHg na vida adulta quando comparados
animais que receberam o mesmo tratamento perinatal.

Ap6s a avaliagdo comportamental, os animais foram
eutanasiados para coleta de sangue e das estruturas encefalicas. A analise
do perfil lipidico no plasma mostrou que 0s tratamentos perinatais ndo
alteraram os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos dos animais
quando avaliados na fase adulta (Figuras 17A e B, respectivamente). Ja a
exposicdo ao MeHg na fase adultafoi capaz de alterar significativamente
0s niveis de colesterol nos animais [F,133 = 65,04; p<0,000001].
Entretanto, analises post hoc demonstraram que a exposicdo ao MeHg na
fase adultando foi capaz de alterar significativamente os niveis de
colesterol nos animais que haviam sido expostos perinatalmente a ragéo
enriquecida com 6leo de peixe (Figura 17A), embora este fendmeno tenha
sido observado para os demais grupos. Com relagdo ao nivel de
triglicerideos, ndo foram constatadas alteragdes pelos tratamentos (Figura
17B).
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Figura 17. Efeitos de exposicbes ao MeHg e/ou AGPIs no perfil
lipidico em machos adultos (3 meses de vida).
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Os resultados foram normalizados como porcentagem do controle e
representados como (A) nivel de colesterol total (100% corresponde ao nivel
médio de 79,7 + 4,4 mg/dL) e (B) nivel de triglicerideos (100% corresponde ao
nivel médio de 104,7 + 12,5 mg/dL) em mg/dL. Os dados sdo representados
como média £ E.P.M. (A) n=17-18 (B) n=11-15. O teste estatistico realizado foi
aanalise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do teste post-hoc de Fisher
LSD. As barras agrupadas em cores s6lidas representam os tratamentos realizados
durante o periodo perinatal em animais que receberam veiculo (dgua) quando
adultos e # indica diferenca estatistica (p<0,05): efeito do tratamento perinatal a
longo prazo. As barras hachuradas representam os tratamentos realizados durante
o periodo perinatal em animais que receberam MeHg quando adultos e * indica
diferenca estatistica (p<0,05): efeito do tratamento com MeHg na vida adulta
guando comparados animais que receberam o mesmo tratamento perinatal.

A fim de investigar possiveis alteracfes bioquimicas induzidas
pelos tratamentos, a atividade das enzimas GPx e GR foram mensuradas
no cerebelo e hipocampo dos camundongos adultos. A Figura 18 mostra
que a atividade das enzimas GPx e GR nas estruturas de cerebelo e
hipocampo ndo foram alteradas pela exposi¢cdo materna aos diferentes
tratamentos nos animais adultos. J& a exposi¢do ao MeHg durante a fase
adultaalterou significativamente [F(1,87) = 29,9; p<0,000001] a atividade
da GPx no cerebelo dos animais (Figura 18A). Entretanto, o teste post hoc
demonstrou que a exposicdo ao MeHg na fase adultando foi capaz de
alterar significativamente a atividade da GPx cerebelarnos animais que
haviam sido expostos perinatalmente ao MeHg de forma isolada (maes do
grupo ii). J& no hipocampo néo foram observadas mudancas na atividade
da GPx (Figura 18B). A atividade da enzima GR ndo foi alterada pela
exposicdo aguda ao MeHg no cerebelo (Figura 18C) e no hipocampo
(Figura 18D). Ainda, o contetido de NPSH e os niveis de TBARS néo
sofreram alteracdes em fungdo da exposi¢do materna (longo prazo) ou
pelo tratamento na vida adulta com MeHg em ambas as estruturas
encefalicas (Tabela 6).
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Figura 18. Efeitos de exposi¢cdes ao MeHg e/ou AGPIs na atividade
das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) em machos adultos (3 meses de vida).
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As andlises da atividade das enzimas sdo expressas como nmol de NADPH
oxidado/min/mg proteina. Os resultados foram normalizados como porcentagem
do controle e representados como atividade das enzimas GPx no (A) cerebelo
(100% corresponde a média de 4,8 + 0,4 nmol de NADPH oxidado/min/mg
proteina) e (B) hipocampo (100% corresponde a média de 2,1 + 0,2 nmol de
NADPH oxidado/min/mg proteina) e da GR em (C) cerebelo (100% corresponde
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a média de 13,5 + 0,1 nmol de NADPH oxidado/min/mg proteina) e (D)
hipocampo (100% corresponde & média de 12,6 + 1,4 nmol de NADPH
oxidado/min/mg  proteina) nos camundongos adultos. Os dados s&o
representados como média + E.P.M. (A) n= 11-14 (B) n=10-14 (C) n=6-8 (D)
n=6-9. O teste estatistico realizado foi a analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguido do teste post-hoc de Fisher LSD. As barras agrupadas em cores
sOlidas representam os tratamentos realizados durante o periodo perinatal em
animais que receberam veiculo (4gua) quando adultos e # indica diferenca
estatistica (p<0,05): efeito do tratamento perinatal a longo prazo. As barras
hachuradas representam os tratamentos realizados durante o periodo perinatal em
animais que receberam MeHg quando adultos e * indica diferenca estatistica
(p<0,05): efeito do tratamento com MeHg na vida adulta quando comparados
animais que receberam o mesmo tratamento perinatal.

Tabela 6. Efeitos de exposicdes ao MeHg e/ou AGPIs sobre
parametros de estresse oxidativo em machos adultos (3 meses de
vida).

Periododa  Grupos NPSH NPSH TBARS  TBARS

Exposicéo cerebelo hipocampo cerebelo hipocampo
Perinatal Controle 34,72 31,48 4,61 1,68
(£2,26) (£2,21) (£1,57) (x0,85)
MeHg 32,6 34,51 2,76 1,25
(£2,28) (£2,61) (£1,3) (0,37)
®-3 37,81 41,92 5,62 1,74
(£2,36) (%4,89) (£1,41) (£0,52)
®-3 + 36,78 37,21 4,05 1,14

MeHg  (£3,26) (£3,2) (#15)  (x0,36)

Perinatal Controle 33,31 35,94 3,21 1,32
+Adulto  +MeHg (¥239)  (#3,99)  (¥1,32) (0,11
MeHg + 36,01 40,27 5,71 3,92
MeHg  (#293)  (¥2,69)  (x1,93)  (x0,88)
-3+ 32,75 38,27 2,35 4,04
MeHg (x0,71) (£2,38) (x0,53) (£1,6)
-3+ 35,46 38,58 3,2 0,79

MeHg +  (1,98) (£3,07) (%0,58) (x0,34)
MeHg
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O contetido de NPSH e os niveis de TBARS sdo expressos como nmol NPSH/mg
proteina e nmol de MDA/mg de proteina, respectivamente. Os resultados foram
normalizados como porcentagem do controle e representados como contetdo de
NPSH no (A) cerebelo e (B) hipocampo, niveis de TBARS em (C) cerebelo e (D)
hipocampo nos camundongos. Os dados sdo representados como média + E.P.M.
n=4-6.

Para avaliar o efeito dos tratamentos durante a gestacdo e
lactacdo a longo prazo e da exposi¢do adulta ao MeHg, a atividade dos
complexos mitocondriais foi mensurada no cerebelo e hipocampo dos
camundongos adultos. Os tratamentos realizados durante o periodo
perinatal ndo alteraram a atividade dos complexos mitocondriais I e Il no
cerebelo e hipocampo de animais quando avaliados na fase adulta. Ja a
exposicdo ao MeHg durante a fase adulta aumentou significativamente
(p<0,05) a atividade NADH desidrogenase no cerebelo dos animais que
haviam sido expostos perinatalmente ao MeHg ou a racéo enriquecida,
quando comparados com seus respectivos controles (animais tratados na
fase adulta apenas com veiculo) (Figura 19A). Porém, no hipocampo, a
atividade ndo se mostrou alterada em funcdo dos tratamentos (Figura
19B). Ja a atividade do complexo Il foi aumentada no cerebelo pela
exposi¢do ao MeHg na fase adulta apenas nos animais que ja haviam sido
expostos a este toxicante durante o desenvolvimento, de maneira isolada
ou combinada a racdo rica de 6leo de peixe (prole dos grupos ii e iv)
(p<0,05) (Figura 19C); no entanto, este efeito ndo foi observado no
hipocampo (Figura 19D).
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Figura 19. Efeitos de exposi¢cdes ao MeHg e/ou AGPIs na atividade
dos complexos mitocondriais em machos adultos (3 meses de vida).
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As andlises da atividade dos complexos mitocondriais plasmaticas sdo expressas
como nmol/min/mg de proteina. Os resultados foram normalizados como
porcentagem do controle e representados como atividade de NADH
desidrogenases no (A) cerebelo (100% corresponde a média de 56,5 + 5,8
nmol/min/mg de proteina) e (B) hipocampo (100% corresponde ao nivel médio
de 27,2 £ 4,3 nmol/min/mg de proteina) e atividade do complexo Il no (C)
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cerebelo (100% corresponde a média de 1,4 £ 0,2 nmol/min/mg de proteina) e
(D) hipocampo (100% corresponde & média de 1,2 = 0,5 nmol/min/mg de
proteina) nos adultos. Os dados séo representados como média + E.P.M. (A) (B)
n=5-8 (C) n=4-8 (D) n=5-7. O teste estatistico realizado foi a anélise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido do teste post-hoc de Fisher LSD. As barras
agrupadas em cores solidas representam os tratamentos realizados durante o
periodo perinatal em animais que receberam veiculo (agua) quando adultos e #
indica diferenca estatistica (p<0,05): efeito do tratamento perinatal a longo prazo.
As barras hachuradas representam os tratamentos realizados durante o periodo
perinatal em animais que receberam MeHg quando adultos e * indica diferenca
estatistica (p<0,05): efeito do tratamento com MeHg na vida adulta quando
comparados animais que receberam o mesmo tratamento perinatal.

Por fim, avaliamos os efeitos da exposi¢do perinatal ao MeHg
isolado e/ou combinado a ragdo enriquecida com dleo de peixe, assim
como os efeitos da exposicdo ao MeHg na fase adulta, sobre os niveis
cerebelares de Hg na fase adulta. Para tal analise, comparamos apenas 0s
animais que receberam tratamento durante a gestagdo e lactacdo (efeito a
longo prazo) e na tabela 7, é possivel observar que a exposicao perinatal
aos dois agentes (grupo iv) aumentou o nivel tecidual de Hg (p<0,05) no
cerebelo dos animais adultos quando comparados aqueles animais
expostos apenas ao veiculo (agua) e dieta padrdo durante o periodo
perinatal.

A fim de se avaliar o efeito do tratamento perinatal com MeHg e
0s AGPIs ®-3 derivados do 6leo de peixe sobre a deposi¢do de Hg no
cerebelo dos animais apds uma exposicdo ao MeHg na fase adulta,
comparou-se apenas 0s animais que receberam MeHg nesta fase (3 meses
de vida). A ANOVA de duas vias (MeHg perinatal vs. AGPIs perinatal)
demonstrou um efeito significativo do tratamento com MeHg perinatal
[F,18) = 5,86; p=0,026], embora os AGPI ndo apresentaram efeito
significativo [F(1,1y = 0,0003; p = 0,986]. Entretanto, houve uma
significativa interacdo MeHg perinatal vs. AGPI perinatal [F,1g) =17,87;
p = 0,0005]. Corroborando com esta significativa interacéo, o teste de post
hoc demonstrou que o houve uma menor (p=0,007) deposi¢do de Hg no
cerebelo dos animais que receberam AGPIs perinatalmente quando
comparados aos animais do grupo controle. Interessantemente, este efeito
foi perdido quando os animais foram expostos perinatalmente ao MeHg
+ AGPIs. De fato, os niveis de Hg cerebelar nestes animais (MeHg +
AGPI perinatal) ndo diferiram estatisticamente dos animais do grupo
controle e foram praticamente o triplo dos niveis dos animais tratados
apenas com AGPIs durante o periodo perinatal.
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Tabela 7. Efeitos de exposi¢Ges ao MeHg e/ou AGPIs nos niveis de Hg
no cerebelo em machos adultos (3 meses de vida).

Periodo da Grupos Niveis de Hg
Exposicdo

Perinatal Controle 340,3 (£101,9)
MeHg 614,8 (+186,6)

®-3 242,7 (+85,67)
®-3 + MeHg 1628 (+676,3)#

Perinatal + Controle + MeHg 13408 (+619,5)
Adulto MeHg + MeHg 10266 (+2973)
®-3 + MeHg 6021 (x1557)*

®-3 + MeHg + MeHg 17594 (£1157)**

Os niveis de mercurio (Hg) sdo expressos como pg/g de proteina. Os dados séo
representados como média + E.P.M. Diferencas estatisticas para os dois grandes
grupos de animais (expostos ou ndo ao MeHg na fase adulta) foram analisados
separadamente a partir de uma ANOVA de duas vias (MeHg vs. dieta enriquecida
com Oleo de peixe). n= 5-6. # indica p<0,05 quando comparados aos grupo
controle e grupo ®-3 no periodo perinatal. * indica p<0,05 quando comparados
aos grupo controle + MeHg na vida adulta e ao grupo o-3 + MeHg perinatal +
MeHg na vida adulta. ** indica p<0,01 quando comparado ao grupo MeHg
perinatal + MeHg na vida adulta e ao grupo w-3 perinatal + MeHg na vida adulta.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento do SNC representa um periodo critico, onde
a exposicdo materna a fatores exdgenos, como determinados nutrientes e
toxinas ambientais, pode modular a susceptibilidade ao surgimento de
respostas bioldgicas imediatas e a longo prazo na prole (Barouki et al,
2012). A exposicdo ao MeHg, um neurotoxicante ambiental encontrado
em frutos do mar, tem mostrado inumeros efeitos deletérios sobre o SNC
em humanos e em modelos animais, principalmente quando esta
exposicdo se da no periodo perinatal (Grandjean et al, 2014). No entanto,
0 consumo de peixes durante as fases de gestacdo e lactacdo ainda € uma
tema controverso, uma vez que este grupo alimentar é fonte de
importantes nutrientes benéficos a formacdo do SNC, especialmente 0s
acidos graxos poli-insaturados ®-3 (Oken & Bellinger, 2008; Innis,
2014). Ainda, alguns estudos sugerem que a presenca destes &cidos
graxos poderia ter efeitos protetores frente & neurotoxicidade induzida
pelo MeHg (Strain et al, 2008; Julvez et al, 2016). No entanto, até o
presente  momento, 0S mecanismos que permeiam esta possivel
neuroprote¢do ainda precisam ser esclarecidos.

Com o objetivo de investigar os possiveis mecanismos protetores
dos 4cidos graxos w-3 frente ao insulto promovido pelo MeHg no SNC a
curto e longo prazo, este trabalho procurou responder algumas questdes,
tais como (1) Quais os efeitos imediatos da exposicdo perinatal de
camundongos ao MeHg isolada ou concomitante aos acidos graxos m-3
na prole ap6s o desmame? (2) Quais os efeitos a longo prazo (3 meses de
vida) da exposicdo de camundongos a estes agentes durante o
neurodesenvolvimento? (3) Quais os efeitos de uma nova exposi¢do ao
MeHg nesses animais na vida adulta?

Para elucidar tais questGes, fémeas prenhas de camundongo
foram expostas durante os periodos de gestacdo e lactacdo ao MeHg
isoladamente ou em combinacdo a uma racdo enriquecida com 6leo de
peixe, fonte dos AGPIs ®-3. Primeiramente, investigamos se 0s
tratamentos poderiam alterar o consumo alimentar, bem como modificar
0 peso das progenitoras e das ninhadas durante o periodo de exposicao (6
semanas). Observamos que o consumo de ragdo e liquidos ndo variou
entre os grupos, dando indicios de que 0 MeHg acrescido na agua e o 6leo
de peixe presente na racdo ndo modificaram a palatabilidade (Tabelas 2 e
3, respectivamente). Através do monitoramento da ingestdo diaria de
liquidos e racdo, podemos contatar que as progenitoras dos grupos ii e iv
consumiram, em média, uma dose de 900 ug de Hg/kg/dia. Com relacéo
ao consumo dos AGPIs »-3, as fémeas dos grupos iii e iv obtiveram,
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através da racdo com 6leo de peixe, a oferta de 956 mg de DHA/kg/dia e
1064 mg de EPA/kg/dia. A razdo DHA:Hg encontrada em nosso estudo
(aproximadamente de 1) mimetizou o consumo de peixes como atum,
anchova, linguado, carpa e peixe-espada, 0s quais possuem uma razdo
DHA:Hg menor que 17:1 (Mahaffey et al, 2011). As oscila¢fes no peso
das progenitoras e da prole ao longo da gestacdo e lactacdo também foram
semelhantes entre os grupos (Figura 7). Estes achados corroboram com
outros estudos que observaram que o tratamento com doses relativamente
baixas de MeHg durante os periodos gestacional e de lactagdo néo altera
0 consumo de racdo e 0 peso das progenitoras e filhotes (Manfroi et al,
2004; Chu et al, 2008; Stringari et al, 2008; Cheng et al, 2015), sendo que
0 mesmo foi observado em relagdo ao consumo na exposi¢éo isolada e/ou
concomitante do MeHg a uma racao enriquecida com DHA (Jayashankar
et al, 2012). No entanto, outros estudos mostraram que o consumo de
racdo enriquecida com 6leo de peixe, porém deficiente de vitamina Bz,
nestes periodos, foi menor em relagéo ao grupo controle (Roy et al, 2012;
Sable et al 2012).

Embora o SNC seja considerado o alvo priméario dos efeitos
deletérios da a¢do do MeHg, estudos epidemioldgicos tém apontado o
sistema cardiovascular como outro potencial alvo deste toxicante. Estes
achados relacionam o MeHg a eventos como infarto do miocardio,
alteracdo na pressdo arterial, aterosclerose e dislipidemias, bem como
estresse oxidativo em células endoteliais (Karagas et al, 2012; Moreira et
al, 2012; Ghizoni et al, 2017). Todavia, os acidos graxos -3, também
oriundos de frutos do mar, ttm um conhecido papel cardioprotetor,
principalmente no controle da presséo arterial, fungdo endotelial vascular,
atividade anti-inflamatéria, assim como na diminuicdo nos niveis de
triglicerideos e aumento nos niveis de HDL (Gribble et al, 2016; Morin
et al, 2015; Moreira & Farina, 2014; Kimura et al, 2013). Logo,
investigamos o efeito dos tratamentos sobre o perfil lipidico dos filhotes
(PN 23) e observamos que ndo houve altera¢cdes nos niveis plasmaticos
de colesterol e triglicerideos nos camundongos (Tabela 4).

Com o objetivo de investigar o efeito dos tratamentos a longo
prazo e as respostas frente a uma nova exposicdo ao MeHg, os animais
remanescentes das proles foram expostos ao MeHg na vida adulta e
avaliados aos 3 meses de vida. Com relagdo ao perfil lipidico destes
animais, a exposi¢do adulta ao MeHg promoveu um aumento nos niveis
plasmaticos de colesterol em todos os grupos, exceto nos animais
oriundos de maes que receberam ragdo com 6leo de peixe (Figura 17A).
Por outro lado, os niveis de triglicerideos ndo foram alterados pelos
tratamentos no periodo perinatal e na vida adulta (Figura 17B). Moreira e
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col (2012) demonstraram que o tratamento com MeHg, também por 14
dias, levou a hipercolesterolemia em camundongos adultos, corroborando
com estudos que relacionam o MeHg a eventos cardiovasculares. Em
ratos expostos perinatalmente a uma mistura de contaminantes
ambientais, dentre eles o0 MeHg, também foi observado um aumento no
nivel de colesterol nas proles no PN 35 (Chu et al, 2008). Em nosso
estudo, nos animais que receberam 6leo de peixe via dieta materna (grupo
iii) e foram expostos ao MeHg na vida adulta, este efeito ndo foi visto, o
gue sugere que acidos graxos ®-3 ingeridos durante o periodo perinatal
protegeram os animais da hipercolesterolemia induzida pelo MeHg na
fase adulta (Figura 17). No entanto, este efeito protetor ndo foi encontrado
nos animais oriundos de maes que receberam ragdo com 6leo de peixe
combinada ao MeHg, uma vez que a exposi¢do adulta ao MeHg também
aumentou os niveis de colesterol (Figura 17A). A literatura acerca dos
efeitos dos &cidos graxos w-3 sobre os niveis de colesterol ainda é
controversa; apesar do seu efeito em reduzir triglicerideos ser bem
descrito, alguns trabalhos sugerem que a suplementacdo com dleo de
peixe pode aumentar ou reduzir os niveis de colesterol circulantes. Em
estudos com humanos, a suplementacdo com EPA e DHA e 0 consumo
de peixes aumentam 0s niveis plasmaticos das fracdes de colesterol,
inclusive o HDL; no entanto, alguns autores relatam que estas particulas
de colesterol sdo menores e menos aterogénicas, o0 que justifica os
beneficios do seu uso (Smith et al, 2009; Berge et al, 2015). Ainda, proles
oriundas de médes que receberam uma dieta rica em 6leo de peixe no
periodo perinatal e pés-natal apresentaram valores reduzidos de colesterol
e triglicerideos aos 3 meses de vida, quando comparados a uma dieta pds-
natal rica em acidos graxos -6 (Hussain et al, 2013). De qualquer forma,
0S nossos resultados mostrando que acidos graxos o-3 ingeridos na fase
perinatal protegem os animais da hipercolesterolemia induzida pelo
MeHg na fase adulta parecem ser bastante relevantes e representam uma
novidade na literatura, embora os mecanismos relacionados a este evento
ainda sejam desconhecidos.

Em humanos, os efeitos nocivos da exposi¢do ao MeHg vieram
a tona pela primeira vez em 1956, devido a uma intoxica¢do massiva pela
ingestdo de peixes e frutos do mar contaminados com MeHg na baia de
Minamata no Japdo. Esta contaminagdo foi consequéncia de uma
industria quimica de fertilizantes e plastico que utilizava Hg e descartava
seus dejetos industriais nas aguas da baia. A partir de entdo, designou-se
o0 termo “doenca de Minamata” para um conjunto de sintomas observados
nesta populacdo, dentre eles: distdrbios sensoriais, ataxia, prejuizos na
fala e na audicdo, constricdo do campo de visual, tremores e, em casos
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mais graves, morte dos individuos (Harada, 1995). Ainda, em criancas
recém-nascidas, o efeito dessa intoxicacdo aguda, através da ingestdo
materna, levou a danos graves ao SNC, como atrofia generalizada,
hipoplasia do cortex cerebral e anormalidades na citoarquitetura no
cérebro, além de hipoplasia do cerebelo e atrofia das camadas cerebelares
(Harada, 1995). Nas Ultimas décadas, estudos epidemioldgicos tém
apontado aos efeitos deletérios da exposicdo materna crénica ao MeHg
sobre o desenvolvimento neuromotor e cognitivo em criangas e
adolescentes. Em particular, os estudos de coorte nas ilhas Faroe
(Dinamarca) e Seychelles (Oceano indico), locais onde a alimentagdo
baseia-se no consumo de pescados, apresentam dados expressivos acerca
dos efeitos da exposicdo materna ao MeHg no desenvolvimento
neurolégico de criancgas, adolescentes e adultos. Os estudos com estas
populacgdes serviram como base para a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos reconhecer os efeitos neurotdxicos do MeHg durante
0 desenvolvimento e definir niveis de Hg considerados seguros em
biomarcadores, como cabelo materno e no corddo umbilical (U.S.
Environmental Protection Agency, 1997). Atualmente, os niveis de Hg
considerados seguros, de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental
americana, sdo de 5,8 pg/L no sangue (U.S. Environmental Protection
Agency, 2015). Dentre as evidéncias apontadas nestas populagdes, a
exposicdo ao MeHg via consumo materno de frutos do mar resulta no
prejuizo em testes de atencdo, linguagem, funcdo e coordenacdo motora
e cognicdo durante a infancia, adolescéncia e vida adulta (Granjean et al,
1997; Myers et al, 2003; Debes et al, 2006, 2016; Davidson et al, 2008).
No entanto, como mencionado previamente, os pescados sdo fontes de
nutrientes essenciais para o neurodesenvolvimento, como os &cidos
graxos ®-3, que podem modular os efeitos deletérios do MeHg no periodo
pré-natal (Strain et al, 2008; Choi et al, 2014). Para auxiliar na
compreensdo dos efeitos do MeHg durante o desenvolvimento sobre
pardmetros comportamentais, estudos tém utilizado modelos animais de
exposicdo perinatal a este agente (Patel & Reynolds, 2013; Bisen-Hersh
et al, 2014). Em nosso estudo, verificamos que o tratamento materno com
MeHg e/ou ragdo enriquecida com 6leo de peixe ndo alterou o
comportamento  locomotor e exploratério, tampouco a forca
neuromuscular nas proles no PN 22 (Figuras 15A e B, respectivamente).
No entanto, a coordenacdo motora nos filhotes, avaliada através do
nimero de quedas no teste da barra giratéria (Rotarod), foi afetada de
maneira significativa pela exposicao perinatal ao MeHg, mesmo na prole
onde as mées receberam MeHg concomitante a ragéo rica em 6leo de
peixe (grupos ii e iv) (Figura 16). Ou seja, os acidos graxos ®-3 ndo foram
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capazes de proteger do prejuizo na coordenacdo motora dos filhotes
mediado pela exposicdo ao MeHg. Este achado corrobora com outros
estudos que mostram alteragdes na coordenagdo em proles expostas ao
MeHg. Ratos expostos ao MeHg na dose de 5 ppm perinatalmente
demonstraram um déficit na coordena¢do motora no PN 35, além de
diminuicdo na expressdo da sinaptosifina nas células granulares
cerebelares, o que corrobora com a nogdo de que o cerebelo, estrutura
envolvida na coordenacdo motora, € alvo da acdo deletéria do MeHg
(Fujimura et al, 2012). Ainda, nestes animais, o tratamento com MeHg
induziu alteragdes na locomocgéao, concomitantes ao acimulo de Hg no
cerebelo e hipocampo (Cheng et al, 2015). A exposicdo ao MeHg via
lactagdo também tem impacto no comportamento da prole. Em ratos no
PN 45, a exposicdo ao MeHg via leite materno levou a prejuizos na
coordenagdo motora e aprendizado, além de induzir morte neuronal no
cerebelo (Sakamoto et al, 2004). Franco e col (2006) mostraram que 0
tratamento com MeHg na lactagdo provocou prejuizos na coordenagao
motora, porém sem afetar a locomocgdo, concomitante a diminuicdo do
contetido de GSH no cerebelo de camundongos desmamados (Franco et
al, 2006). A exposicdo perinatal a uma dieta combinada com MeHg e
DHA promoveu a acelera¢do no desenvolvimento do reflexo de agarrar
em camundongos no PN 15 (parametro utilizado para avaliar o
desenvolvimento neuromotor) em paralelo ao acimulo de DHA no tecido
nervoso, sendo que esta resposta ndo foi encontrada na prole exposta
apenas ao MeHg. Ainda nestes animais, 0 DHA reduziu o acimulo de
MeHg no cérebro de filhotes cujas maes se expuseram a ambas as
substancias (Jayashankar et al, 2012). Apesar de ndo termos observado
em nosso estudo, a exposi¢do durante o neurodesenvolvimento aos 4cidos
graxos ®-3 tem mostrado efeitos sobre o desenvolvimento motor nas
proles. Coluccia e col (2009) reportaram que a exposicdo perinatal aos
acidos graxos EPA e DHA melhora a coordenacdo motora em ratos
desmamados (PN 21) e em adultos (PN 90), sem alterar comportamentos
relacionados a locomogéo, forgca muscular e aprendizado, sugerindo o
envolvimento dos acidos graxos -3 na habilidade motora (Coluccia et
al, 2009). O estudo conduzido por Janssen e col (2015) comparou 0s
efeitos de uma dieta materna inadequada em 4acidos graxos ®-3 frente a
uma dieta materna balanceada nestes lipideos e constataram que a dieta
inadequada levou a prejuizos na coordenacdo motora, memoria espacial
e diminuigdo da expressao génica de sinaptofisina em filhotes no PN 30
(Janssen et al, 2015). Controversamente, Gonzales e col (2015)
mostraram que uma dieta materna suplementada com 6éleo de peixe
durante a gestagdo e lactagdo ndo promoveu altera¢cdes na coordenacéo
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motora e locomocdo em filhotes desmamados, porém melhorou
significativamente parametros relacionados ao aprendizado (Gonzales et
al, 2015).

Apo6s observarmos o efeito da exposicdo perinatal sobre
parametros comportamentais nos filhotes, verificamos que os tratamentos
perinatais com MeHg e a racdo suplementada com 6leo de peixe foram
capazes de modificar a longo prazo a locomocdo, exploragdo e
coordenagdo motora dos camundongos adultos com 3 meses de vida. A
exposicdo perinatal ao MeHg isolada (grupo ii) causou um prejuizo a
longo prazo, uma vez que diminuiu a locomogdo espontnea e o
comportamento exploratério em adultos (Figura 15). Interessantemente,
nos adultos oriundos de maes que consumiram MeHg com a ragédo
enriquecida com 6leo de peixe (grupo iv), ndo observamos prejuizo na
locomogdo, uma vez que estes animais apresentaram uma média de
cruzamentos semelhante aos dos adultos proles de maes controle (grupo
i) e maes que consumiram apenas a ragdo fonte de dleo de peixe (grupo
iii) (Figura 15). Este resultado sugere que os acidos graxos -3 (oriundos
da racdo) foram capazes de proteger contra um prejuizo locomotor
induzido pelo MeHg durante o desenvolvimento. Porém, esta protecao
ndo foi vista no comportamento exploratdrio, onde o MeHg apresentou
um efeito principal na redugdo no nimero de levantadas, mesmo em
combinacdo com a ragdo enriquecida (Figura 15). Com relacdo a
exposicdo adulta ao MeHg, verificamos que esta prejudicou
significativamente o comportamento locomotor e exploratorio apenas nos
adultos cujas maes ndo haviam sido expostas ao MeHg durante a gestacédo
e lactagdo (gruposii e iii, controle e ®-3, respectivamente) (Figura 15). No
entanto, nos animais que ja haviam sidos expostos ao MeHg via dieta
materna e foram novamente expostos ao composto, esta Ultima exposi¢do
na fase adulta ndo alterou o nimero de cruzamentos (locomogdo) e de
levantadas (exploragdo) nos adultos quando comparados aos adultos da
mesma prole que ndo foram expostos ao MeHg (controle na vida adulta).
Logo, esta resposta pode sugerir que nos animais que foram pré-expostos
ao MeHg sdo menos susceptiveis ou mais adaptados aos efeitos deletérios
do MeHg na locomocgédo e exploragdo na vida adulta e que os &cidos
graxos ®-3 parecem ndo ter efeito sobre estes comportamentos. Um perfil
semelhante foi encontrado quando avaliamos a for¢a neuromuscular pelo
teste da grade invertida (hang test) nos adultos expostos ao MeHg. A
exposi¢do ao MeHg na fase adulta diminuiu a forga neuromuscular apenas
nos adultos onde as progenitoras ndo foram expostas ao MeHg (grupos i
e iii) (Figura 16), ou seja, também neste pardmetro, os adultos expostos
ao MeHg perinatalmente parecem ser mais adaptados ao efeito prejudicial
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de uma segunda exposicdo a este contaminante. Por fim, avaliamos a
coordenac¢do motora dos adultos, também pelo nimero de quedas no teste
da barra giratéria. Constatou-se que a exposi¢cdo materna ao MeHg
prejudicou a coordenagdo motora, aumentando significativamente o
numero de quedas em machos adultos (controle adulto). J& nos adultos
que foram expostos perinatalmente ao MeHg e ragdo enriquecida (grupo
iv), este efeito negativo foi abolido (Figura 16). Interessantemente, nos
adultos cujas maes foram tratadas apenas com a racéo enriquecida com
6leo de peixe, este tratamento também levou a prejuizos na coordenagéo
motora. Na literatura, a exposi¢do aguda ao MeHg mostrou-se capaz de
causar prejuizos na performance motora e na atividade locomotora de
camundongos adultos, sendo estes achados correlacionados a danos
oxidativos e teciduais no cerebelo (Moreira et al, 2012; Zimmermann et
al, 2014; Kirkpatrick et al, 2015; Sumathi & Christinal, 2016). Ja a
exposicdo ao MeHg durante os periodos fetal e pés-natal ndo foi capaz de
alterar a coordenagdo motora em camundongos no PN 42, porém
prejudicou a locomocgdo apenas nas fémeas com 9 semanas de vida
(Goulet et al, 2003). No estudo conduzido por Maia e col (2009), a
exposicdo perinatal ao MeHg levou & hiperlocomocgéo e comportamento
tipo-depressivo em ratos aos 2 meses de vida (Maia et al, 2009).
Recentemente, Albores-Garcia e col (2016) demonstraram que o
tratamento perinatal com MeHg causou prejuizos na atividade
locomotora, explorat6ria e na memoria em ratos no PN 40, sendo que
estes prejuizos ndo foram observados no PN 90, o que sugere que a longo
prazo o MeHg ndo compromete estes comportamentos (Albores-Garcia
et al, 2016). Em humanos, van Wijngaarden e col (2013) reportaram que
prejuizos em testes de controle motor em habitantes da ilha de Seychelles
aos 19 anos foram associados principalmente a exposicdo recente ao
MeHg (via consumo de pescados) e ndo a exposicdo materna ao
contaminante, uma vez que estes individuos ndo apresentavam efeitos
deletérios induzidos pela exposi¢do pré-natal ao MeHg aos 5 anos de
idade (van Wijngaarden et al, 2013; Strain et al, 2012). Além disso, com
0 objetivo de avaliar se a exposi¢ao aos acidos graxos -3 poderia atenuar
0 dano causado pela exposicdo perinatal ao MeHg, Paletz e col (2007)
expuseram ratas prenhas e lactantes a ambos 0s compostos e avaliaram,
em adultos, o efeito dos tratamentos sobre comportamentos relacionados
a testes visuais e espaciais. Foi observado que, a longo prazo, a exposi¢do
ao MeHg causou prejuizos nestes parametros; porém, estes ndo foram
atenuados pelo uso de uma dieta rica em acidos graxos, sugerindo que,
assim como nds observamos em nosso estudo, a exposicdo perinatal ao
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MeHg pode impactar o comportamento na vida adulta (Paletz et al, 2007)
e que a dieta rica em acidos graxos parece nao reverter estes prejuizos.

O sistema antioxidante da glutationa, como mencionado
anteriormente, representa um importante mecanismo de defesa para o
SNC. Os efeitos do MeHg sobre este sistema, particularmente na reducdo
da atividade da enzima GPx, tém sido descritos em diferentes estruturas
e linhagens celulares neurais (Carvalho et al, 2007; Farina et al, 2009).
Sendo assim, investigamos o impacto dos tratamentos do periodo
perinatal em camundongos aos 23 dias de vida, sobre a atividade das
enzimas antioxidantes do sistema da glutationa nas estruturas de cerebelo
e hipocampo. O cerebelo é considerado alvo principal da acdo
neurotoxica do MeHg, em particular, durante o desenvolvimento (Patel &
Reynolds, 2013; Padhi et al, 2015; Bradford et al, 2016). Entretanto,
alguns estudos tém observado efeitos toxicos também no hipocampo,
como alteragcbes no sistema antioxidante (Vicente et al, 2004), na
neurogénese e diferenciacdo neural (Obiorahet al, 2015; Tian et al, 2016).
Cheng e col (2015) demonstraram que o tratamento com MeHg durante a
gestacdo e lactacdo causa um acumulo tecidual de Hg em estruturas
encefalicas, principalmente no cerebelo, seguido do hipocampo em
animais no PN 22. Em nosso estudo, nos filhotes, a exposic¢ao perinatal
ao MeHg e/ou 6leo de peixe via dieta materna ndo alterou a atividade
cerebelar das enzimas GPx e GR (Figura 10A e B, respectivamente). Esta
mesma resposta, foi encontrada no cerebelo de camundongos
desmamados (PN 21) que foram expostos ao MeHg apenas via leite
materno (Franco et al, 2006). Stringari e col (2008) investigaram o efeito
da exposic¢do in utero ao MeHg sobre ontogénese do sistema da glutationa
no SNC e mostraram que o MeHg prejudica o aumento fisiolégico da
atividade das enzimas GPx, GR e dos niveis de GSH inerentes ao SNC
em desenvolvimento (Stringari et al, 2008). Ainda, o tratamento pés-natal
com este metal toxico prejudica a capacidade antioxidante das células do
cerebelo, pela diminuicdo na atividade da GPx e GR, em camundongos
no PN 16-20 (Stringari et al, 2006). Um estudo conduzido por Patten e
col (2013) mostrou que a suplementagdo com acidos graxos -3 durante
a lactacdo (via dieta materna) foi capaz de reverter o dano oxidativo
induzido no modelo de exposicdo pré-natal ao etanol, por aumentar o
contetido de GSH no cerebelo e hipocampo e a atividade cerebelar de GPx
da prole aos 2 meses de vida (Patten et al, 2013). Ja em ratos adultos,
Singh e col (2016) mostraram que o tratamento com acidos graxos ®-3
atenuou a diminuicdo da atividade da GPx e dos niveis de GSH induzida
pelo tratamento com chumbo no cérebro, bem como reduziu danos
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teciduais no cortex e cerebelo induzidos pela exposi¢do ao metal (Singhet
al, 2016).

Avaliou-se também a atividade das enzimas antioxidantes do
sistema da glutationa no hipocampo de filhotes no PN 23. O tratamento
materno com MeHg diminuiu a atividade da GPx no hipocampo (Figura
10C), sendo que a dieta rica em 6leo de peixe ndo foi capaz de promover
um efeito protetor. Vicente e col (2004) demonstraram que injecdes de
MeHg em ratas prenhas modificam pardmetros relacionados ao estresse
oxidativo no hipocampo da prole, dentre estes, a diminuic¢do da atividade
da GPx nos PN 1 e PN 30 (Vicente et al, 2004). Apesar de alguns
trabalhos apontarem mudancas nos parametros de peroxidacgdo lipidica e
conteildo de GSH em virtude da exposi¢do ao MeHg ou aos 4cidos graxos
®-3, ndo constatamos mudancas no conteldo de NPSH, niveis de TBARS
e imunoconteudo de 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) no cerebelo e hipocampo
de filhotes (Figura 12). Assim como a técnica de avaliacdo dos niveis de
TBARS, a deteccdo do contetido de 4-HNE é uma ferramenta utilizada
para avaliar peroxidacdo lipidica, consequéncia do ataque de espécies
reativas aos acidos graxos insaturados presentes na membrana plasmatica,
formando hidroperdxidos de lipideos. Estes hidroperéxidos podem
novamente ser oxidados, formando o 4-HNE, que pode levar a danos em
proteinas, como alteragdes na funcéo e interacfes entre elas (Ayala et al.
2014). Diferente dos nossos achados, o tratamento com MeHg em ratos
lactentes (PN 2) foi capaz de aumentar a peroxidacdo lipidica no
hipocampo apds 2 dias (PN 4) e 7 dias (PN 9) de exposicdo (Abdalla et
al, 2011, 2012). Os efeitos neurotoxicos do MeHg no hipocampo também
tém sido descritos sobre outros aspectos, onde o tratamento com MeHg
no periodo pos-natal (PN 7) foi capaz de diminuir a proliferacdo celular
hipocampal por até 14 dias apds o tratamento (PN 21) em ratos, sem que
estas alteragdes fossem detectadas no cerebelo, sugerindo um prejuizo na
neurogénese regido-especifica no SNC (Burke et al, 2006; Obiorah et al,
2015). Ainda, sob este mesmo regime de tratamento pds-natal, 0 MeHg
foi capaz de inibir a progressdo do ciclo celular e induzir apoptose em
precursores neuronais no hipocampo de filhotes (Falluel-Morel et al
2007, 2012). Com relagdo aos efeitos dos acidos graxos ®-3 nesta
estrutura, a suplementacéo com 6leo de peixe via dieta materna (periodos
de gestacdo e lactacdo) mostrou-se capaz de aumentar 0s niveis
hipocampais do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF,
neurotrofina envolvida em neurogénese) concomitante a melhora da
memoéria espacial e desempenho cognitivo em ratos com 3 meses de vida
(Rathod et al, 2014; 2015), bem como estimular a diferenciacdo de
neurdnios no hipocampo na prole no PN 60 (Janssen et al, 2015). Além
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disto, o tratamento de ratos adultos com 4cidos graxos -3 aumentou a
atividade hipocampal da GPx e o contetdo de GSH, além de recuperar
estes parametros de dano oxidativo induzido em um modelo de epilepsia
(Abdel-Wahabet al, 2015), bem como diminuiu a lipoperoxidagdo no
hipocampo induzida no modelo de bipolaridade (Model et al, 2013).
Salvati e col (2008) mostraram que a exposic¢éo pos-natal (PN 2) ao EPA
e DHA promoveu a expressdo de genes envolvidos na mieliniza¢do de
neurbnios do cerebelo e cortex cerebral em ratos neonatos no PN 5
(Salvati et al, 2008). Em cultura de células de hipocampo, a exposi¢ao ao
DHA promoveu um aumento na atividade da GPx e na razdo GSH/GSSH,
além de estimular a expressdo génica de enzimas antioxidades
(peroxiredoxinas e tioredoxinas), sugerindo um efeito antioxidante
também indireto neste tipo celular (Casafias-Sanchez et al, 2014). Ainda,
em cultura primaria de neurdnios de hipocampo de embrides de roedores,
0 tratamento com DHA estimulou o crescimento de neuritos e
sinaptogénese, resultados que corroboram com a importancia dos acidos
graxos -3 para o0 neurodesenvolvimento e nos processos de aprendizado
e memoria (Cao et al, 2009; Kim et al, 2011).

Uma vez detectadas alteragdes nas enzimas do sistema da
glutationa nos filhotes apds o desmame, investigou-se os efeitos dos
tratamentos perinatais a longo prazo, em animais com 3 meses de vida, e
como estes poderiam modular a exposicdo adulta ao MeHg. No
hipocampo dos camundongos adultos, a atividade da GPx ndo foi alterada
pela exposicdo perinatal a longo prazo, tampouco pela exposicao adulta
ao MeHg (Figura 18). Este mesmo perfil foi observado com relagdo aos
demais pardmetros relacionados ao estresse oxidativo no hipocampo,
onde os tratamentos ndo modificaram a atividade da GR, o conteudo de
GSH e os niveis de TBARS (Tabela 6). No cerebelo, observamos que a
atividade da enzima GPx manteve-se semelhante entre os adultos que ndo
receberam tratamento com MeHg na vida adulta.Ou seja, assim como
observado nos filhotes no PN 23, o tratamento com MeHg e/ou ra¢do com
6leo de peixe ndo alterou este pardmetro a curto e longo prazo no cerebelo
(Figura 18). Interessantemente, quando os animais foram expostos ao
MeHg por 14 dias na vida adulta, a atividade da GPx cerebelar reduziu
significativamente em todos os grupos (cerca de 25%), exceto nos adultos
cujas mées haviam sido tratadas apenas com MeHg (grupo ii) (Figura
18A). Este resultado pode indicar que os animais que ja haviam sido
expostos isoladamente ao MeHg in utero e via leite materno sejam
adaptados a diminuigdo da GPx provocada pela exposi¢do aguda ao
MeHg e que os 4cidos graxos -3 podem modular este efeito no cerebelo.
No entanto, outros parametros de estresse oxidativo, como atividade da
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GR, conteido de GSH e niveis de TBARS ndo foram modificados em
virtude dos tratamentos no desenvolvimento e na vida adulta (Figura 18
e tabela 6, respectivamente). Em adultos, a exposi¢cdo aoc MeHg ja
demostrou ser capaz de alterar marcadores de estresse oxidativo no SNC,
particularmente no cerebelo, estrutura alvo de sua neurotoxicidade. In
vitro, Fujimura & Usuki (2014) demostraram que as células granulares
sdo mais vulneraveis aos efeitos neurotdxicos do MeHg sobre o sistema
antioxidante e as células de Purkinje e neurénios da camada molecular
parecem ser mais resistentes (Fujimura & Usuki, 2014). Farina e col
(2009) mostraram que o tratamento com baixas concentraces (nM) de
MeHg reduz a atividade da isoforma GPx-1, presente no citoplasma, em
cultura de células granulares do cerebelo apds 4 dias de exposicao,
concomitante ao aumento na peroxidacéo lipidica (Farina et al, 2009). Em
camundongos adultos, a exposi¢do ao MeHg via oral por 21 dias induz
uma reducdo na atividade e no imunocontetdo da enzima GPx no
cerebelo, concomitante a prejuizos motores e astrogliose cerebelar
(Moreira et al, 2012; Zemolin et al, 2012). Uma resposta semelhante foi
encontrada por Sumathi & Christinal (2016) em ratos adultos, onde o
MeHg também reduziu o nimero de células de Purkinje e estresse
oxidativo no cerebelo. Ja sobre os efeitos dos acidos graxos -3, a
suplementacéo com 6leo de peixe por 45 dias ndo foi capaz de modificar
a atividade das enzimas antioxidantes do sistema da glutationa (GPx e
GR) no cerebelo de ratos adultos (Polotow et al, 2015). Em camundongos
adultos, o tratamento com Aacidos graxos -3 protegeu dos danos
provocados pelo MeHg sobre pardmetros de estresse oxidativo no
cérebro, como peroxidacéo lipidica, niveis de GSH e Oxido nitrico
(Karapehlivan et al, 2014). Um efeito protetor sobre marcadores de
estresse oxidativo no cerebelo também foi encontrado no tratamento com
DHA em ratos adultos expostos ao aluminio, porém o DHA ndo preveniu
contra o0 dano induzido por este metal as células de Purkinje (Chaudhary
et al, 2014).

Como mencionado anteriormente, 0 estresse oxidativo
representa um dos principais mecanismos de neurotoxicidade envolvidos
na exposicdo ao MeHg. Este desbalango no estado redox das células
neurais pode se dar pela deplegéo das defesas antioxidantes do sistema da
glutationa, bem como pela geracdo das EROs na mitocondria. A
perturbacdo na homeostase do glutamato induzido pelo MeHg é apontado
como um importante mecanismo capaz de afetar o metabolismo
mitocondrial, levando a alteracdo na cadeia transportadora de elétrons e
consequente aumento na producdo de EROs (Aschner et al, 2007; Farina
et al 2011b). Apds constatarmos o efeito dos tratamentos no sistema
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antioxidante da glutationa no SNC, investigamos como o MeHg e os
acidos graxos ®-3 poderiam influenciar na fungdo mitocondrial nos
camundongos filhotes e adultos. Observamos que a exposic¢do perinatal
isolada a ragdo enriquecida com dleo de peixe foi capaz de promover um
aumento na atividade do complexo | no cerebelo e hipocampo da prole, o
que ndo foi constatado nos filhotes cujas mées receberam a ragédo
enriquecida concomitante ao MeHg (Figura 11). J& a atividade do
complexo Il ndo foi modificada pelos tratamentos nos filhotes no PN 23
(Figura 11). As enzimas dos complexos mitocondriais da cadeia
transportadora de elétrons (CTE) estdo presentes na membrana
mitocondrial interna e tém um papel central no metabolismo energético,
sendo que os complexos | e Ill sdo principais locais relacionados &
producdo de EROs (Murphy, 2009). Dentre os fatores que podem
influenciar a atividade das enzimas da CTE, estdo a composi¢do dos
fosfolipideos presentes na membrana mitocondrial, como a cardiolipina,
a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilcolina, importantes para a atividade
dos complexos | e Il (Daum, 1985; Paradies et al, 2002). Dentre as
organelas celulares, em particular, a mitocondria contém uma alta
concentracdo de cardiolipina, perfazendo de 13-15% do total de
fosfolipideos e esta relacionada as fungbes mitocondriais (Daum &
Vancet, 1997). Recentemente, Ting e col (2015) demostraram que a
suplementagcdo com DHA e EPA foi capaz de aumentar o conteldo
mitocondrial de cardiolipina em mioblastos, bem como alterar o nivel de
insaturacdo deste lipideo, sugerindo que suas concentracbes e o
remodelamento podem ser influenciados pela dieta (Ting et al, 2015). Em
cultura de células de célon, o tratamento com DHA também promoveu
um aumento na concentracdo mitocondrial de cardiolipina; no entanto,
nestas células enriquecidas com DHA, houve um aumento substancial na
producdo de EROs (Watkins et al, 1998). Em ratos adultos, uma dieta
enriquecida com 6leo de peixe foi capaz de aumentar a concentracao dos
fosfolipideos de membrana mitocondrial, sendo que o aumento no grau
de insaturacdo de cardiolipina demostrado foi relacionado ao aumento na
geracdo de EROs e liberagéo de citocromo ¢ em células intestinais (Hong
et al, 2002). Por outro lado, em camundongos transgénicos fat-1, capazes
de sintetizar acidos graxos ®-3 de cadeia longa mais efetivamente, o
aumento da concentracdo de fosfolipideos na membrana mitocondrial foi
acompanhado de uma diminuicdo na atividade do complexo | e da
producdo de EROs em mitocOndrias hepaticas (Hagopian et al, 2010).
Embora alguns estudos tenham demostrado que a suplementacdo com
acidos graxos w-3 pode promover um aumento na geracao de EROs pela
modificacdo na composi¢do lipidica da mitocondria, ndo constatamos
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alteracdes na peroxidacdo lipidica (niveis de TBARS) nas estruturas
analisadas (Tabela 5). No entanto, o tratamento materno isolado com éleo
de peixe via dieta levou ao aumento na atividade do complexo |
mitocondrial na prole, resposta que pode estar relacionada justamente a
mudanca da composicdo lipidica. Ainda, a exposicdo concomitante a
racao enriquecida com 6leo de peixe e a0 MeHg ndo promoveu este efeito,
0 que sugere que o MeHg poderia interferir, por exemplo, neste
remodelamento de fosfolipideos da membrana.

Com relagao ao metabolismo mitocondrial nas estruturas do SNC
nos adultos, verificamos que os tratamentos durante o desenvolvimento
ndo alteraram a atividade dos complexos | e Il a longo prazo no cerebelo
e hipocampo (Figura 19). No entanto, a exposi¢cdo adulta ao MeHg
aumentou a atividade do complexo | no cerebelo em animais cujas maes
haviam sido expostas ao MeHg (grupo ii) e a racdo enriquecida com éleo
de peixe (grupo iii) isoladamente, sendo que este efeito ndo foi visto nos
adultos proles das maes que se expuseram a ambos tratamentos (grupo iv)
(Figura 19). Com relagdo a atividade do complexo Il nos camundongos
adultos, observamos que a exposi¢do ao MeHg na fase adulta aumentou
sua atividade no cerebelo dos animais que ja haviam sido expostos
perinatalmente ao MeHg, de forma isolada ou combinada a racdo (grupos
ii e iv, respectivamente) (Figura 19), sendo que esta resposta nao foi
constatada no hipocampo dos adultos (Figura 19). Um estudo conduzido
por Mori e col (2011) mostrou que, em ratos tratados com MeHg, apenas
a atividade do complexo Il da CTE no cerebelo foi afetada, sem que os
demais complexos enzimaticos mitocondriais fossem afetados, além de
induzir a liberagdo de citocromo ¢ (Mori et al, 2011). Os complexos
mitocondriais | e 11 sdo os principais envolvidos na gera¢do de EROs na
cadeia respiratdria, porém McLennan & Esposti (2000) demonstraram
que o complexo Il parece também contribuir de maneira expressiva na
geracdo destes compostos. Em cultura primaria de células granulares do
cerebelo, o tratamento com MeHg causa disfuncdo mitocondrial pela
diminuicdo na atividade dos complexos Il e IV (sem alterar 0os demais)
em paralelo a reducdo na viabilidade celular e aumento na geracdo de
EROs (Qu et al, 2013). Nesta mesma linhagem, Limke & Atchison (2002)
mostraram que o aumento do Ca?* intracelular mediado pelo MeHg altera
0 potencial de membrana mitocondrial e consequente diminuigdo na
viabilidade celular. Em camundongos adultos, a exposicao oral ao MeHg
causa uma diminui¢&o na atividade mitocondrial no cérebro (Franco at al,
2009) e redugdo na atividade dos complexos mitocondriais I-1V (Glaser
et al, 2010). No cerebelo de ratos adultos, a exposicdo ao MeHg reduz a
atividade das mitocondrias, por alterar a atividade dos complexos 1l e Ill,
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e aumenta a producdo de EROs cerebelar e afetar as defesas antioxidantes
(GSH e GPx) (Mori et al, 2007).

Como mencionado anteriormente, o cerebelo é um conhecido
alvo da acdo deletéria da exposicdo ao MeHg, uma vez que 0s neur6nios
desta estrutura parecem ser mais susceptiveis aos danos provocados pelo
composto. Uma vez constatadas alteragfes na coordenacdo motora em
filhotes expostos ao MeHg durante o desenvolvimento, investigamos o
efeito dos tratamentos sobre a homeostase sinaptica, através da avaliacdo
de proteinas-alvo envolvidas na neurotransmissdo no cerebelo. Dentre os
alvos, investigamos, através de imunodeteccdo, o contelido cerebelar de
proteinas envolvidas da modulacdo da funcdo e homeostase sinaptica,
como a sinapsina (total e fosforilada), sinaptofisina e PSD-95 (Proteina
pos-sindptica de densidade 95). A sinaptofisina pertece a familia de
proteinas que contém dominios transmembrana; € encontrada em
vesiculas sindpticas, amplamente utilizada como marcadora de terminais
pré-sindpticos e dentre suas fungdes destacam-se: a exocitose,
sinaptogénese, biogénese e endocitose de vesiculas sinapticas (Kwon &
Chapman, 2011). Ja a PSD-95 é uma proteina pds-sinaptica localizada em
sinapses excitatorias e tem como principal fungdo promover a maturacéo e
estabilizacdo destas sinapses (Taft & Turrigiano, 2013).

A exposi¢do materna ao MeHg e/ou aos AGPIs ndo alterou o
contelidofosforilagao destas proteinas no cerebelo de camundongos apés
o periodo do desmame (Figura 12). A sinapsina faz parte de uma familia
composta por 10 proteinas homdlogas; as sinapsinas la—b, lla-b, and llla—
f e sdo proteinas-chave na regulacdo da formacdo e plasticidade das
sinapses (Cesca et al, 2010). Em nosso estudo, investigamos a sinapsina
la-b, isoforma fosforilada na serina 62 e 67 pela ativacdo das vias de
sinalizagdo da ERK/MAPK (Jovanovic et al, 1996). Além do
imunocontetdo de sinapsina, foram analisadas as proteinas sinaptofisina
e PSD-95 no cerebelo.

Sabe-se que o0 aumento dos niveis de fosfolipideos de membrana
nas células neurais, como, por exemplo, pela suplementacdo com AGPIs
®-3, estdo entre os mecanismos envolvidos na formagéo de sinapses
(sinaptogénese) e consequente aumento na expressdo de sinapsina e PSD-
95 (Cansev, 2016). Janssen e col (2015) mostraram que o aporte adequado
de AGPIs ®-3 durante os periodos de gestacdo e lactacdo promove o
aumento na expressao de sinaptofisina no cortex cerebral, corroborando
com a nogdo da importancia destes acidos graxos na plasticidade sinaptica
(Janssen et al, 2015). A suplementagdo com DHA mostrou-se capaz de
recuperar os niveis de sinapsina, 4-HNE, e BDNF, parametros que
haviam sido prejudicados em um modelo de traumatismo craniano em
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ratos (Wu et al, 2011). Durante o periodo pés-natal, o tratamento com
DHA em camundongos preveniu a diminuicdo nos conteddo de
sinaptofisina, PSD-95, bem como alteragdes morfoldgicas nos terminais
sinapticos e na memoria espacial em um modelo de neurotoxicidade
induzida pelo anestésico sevoflurano (Tao et al, 2016). Yuki e col (2014)
mostrou a associagcdo entre diminuigdo nos niveis de DHA nos
fosfolipideos de membrana e reducdo na expressdo de PSD-95 cérebros
post-mortem de pacientes com doenca de Alzheimer, sem alterar, no
entanto, a expressdo de sinaptofisina em células neurais (Yuki et al,
2014). O MeHg também pode alterar a homeostase sinaptica por alterar a
expressdo de proteinas envolvidas neste processo. No cerebelo, a
exposicdo perinatal ao MeHg levou a uma redugdo no imunocontetdo de
sinaptofisina em células granulares (Fijumura et al, 2012).

Apds verificarmos que os tratamentos maternos ndo alteraram o
imunoconteddo de proteinas envolvidas na neurotransmissdo,
investigamos possiveis efeitos da exposicdo materna ao MeHg
isoladamente ou em combinacdo a uma racdo enriquecida com 6leo de
peixe na histogénese pds-natal do cerebelo. Para tal anélise, cortes sagitais
de cerebelo dos camundongos no PN 23 foram processados e corados com
azul de toluidina, um corante histoldgico metacromatico do grupo de
tiazinas que marca seletivamente grupos acidos de componentes teciduais
(radicais carboxilicos, sulfatos e fosfatos) presentes em DNA nuclear e
RNA citoplasmatico (Calandro et al, 2011). Observamos que 0s
tratamentos maternos ndo foram capazes de alterar a morfologia geral do
tecido, tampouco modificar a citoarquitetura e a espessura das camadas
celulares presentes no cerebelo (camadas granular, das células de Purkinje
e molecular) (Figuras 13). Ainda, a densidade das células de Purkinje,
obtidas através da contagem do nimero de células no apice das folhas do
cerebelo, ndo se mostrou alterada pela exposicdo materna aos agentes
estudados (Figura 13). Em um estudo conduzido por Roegge e col (2006),
a exposicdo materna ao MeHg ndo causou alteragBGes na densidade de
células de Purkinje (CP), tampouco no tamanho celular e dos seus
dendritos e anormalidades estruturais nestes neurénios em ratos no PN
21, além de néo alterar o volume das camadas celulares do cerebelo no
PN 90 (Roegge et al 2006). Apesar do nosso estudo ndo ter evidenciado
alteracbes na histogénese do cerebelo, controversamente, alguns
trabalhos mostram que a exposicdo ao MeHg pode alterar a organizacao
desta estrutura. No periodo embrionario, o tratamento com MeHg em aves
levou a hipoplasia do cerebelo, alteracGes na microvasculatura cerebelar
e numero de astrocitos, desorganizacdo das camadas celulares e
diminuicdo da densidade de neurdnios de Purkinje; células estas que
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apresentaram sinais de degeneracdo, como reducdo do tamanho, nicleos
picnoticos e vacuolizacdo (Bertossi et al, 2004). Biamonte e col (2014)
mostraram que a exposi¢do ao MeHg na gestagéo e lactagdo promoveu
uma reducdo significativa no nimero de células de Purkinje e, quando
esta administracdo se deu em camundongos com fenétipo tipo-autista, a
perda de CP foi acompanhada de alteragdes importantes na ultraestrutura
destes neur6nios (Biamonte et al, 2014). Em cultura organotipica, fatias
de cerebelo de ratos (PN 8) expostas ao MeHg por 7 dias apresentaram
reducdo na viabilidade dos neurdnios da camada granular e prejuizo na
migracdo destas células da camada granular externa para a camada
granular interna, estruturas transientes durante o desenvolvimento pos-
natal do cerebelo (Mancini et al, 2009). A exposicédo oral ao MeHg levou
a uma reducdo no nimero de células de Purkinje em ratos adultos
(Carvalho et al, 2007) e em pintos, além aumentar a distancia entre estes
neurdnios no cerebelo (Carvalho et al, 2008). Referente aos efeitos dos
acidos graxos poli-insaturados ®-3 no cerebelo, em camundongos fat-1,
o aumento enddgeno destes AGPIs protegeu da perda severa de células
de Purkinje induzida pelo tratamento com estreptomicina (Bak et al,
2015). De acordo com os autores, dentre 0s mecanismos que podem estar
envolvidos na neuroprotecdo das células de Purkinje estdo o0 aumento nos
niveis de BDNF e de proteinas envolvidas na autofagia no cerebelo dos
animais transgénicos fat-1 (Bak et al, 2015). Além de amenizar o dano
oxidativo causado pela exposicdo ao aluminio, Chaudhary e col (2014)
também observaram que o tratamento com DHA concomitante ao
aluminio preveniu as alteragcbes na organizagcdo geral das camadas
celulares do cerebelo induzidas por este toxicante (Chaudharyet al, 2014).
Em um modelo de deficiéncia de iodo perinatal, a exposi¢cdo materna
concomitante aos acidos graxos -3 foi capaz de recuperar 0s danos
causados pela deficiéncia deste mineral no cerebelo, promovendo a
diminuicdo no numero de células apoptoticas e melhora na arborizagdo
dendritica de neurdnios cerebelares (Pal et al, 2013).

Por fim, avaliamos nos filhotes se os tratamentos veiculados
durante o desenvolvimento do SNC poderiam afetar as células da glia
através da imunomarcagéo para GFAP em fatias de cerebelo. A gliose é
definida como uma resposta do tecido nervoso frente a danos causados
por agentes neurotoxicos, neurodegeneracdo e infec¢fes no SNC.
Imediatamente ap6s uma lesdo no tecido nervoso, os astrocitos se tornam
hipertréficos e aumentam processos celulares, acompanhando de um
aumento na expressao de GFAP e do aumento da liberacdo de moléculas
envolvidas na reparacdo tecidual, vias inflamatdrias e neuroprotecéo,
culminando na formacéo da cicatriz glial (Kawano et al, 2012). Logo, a
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deteccdo da GFAP, oriunda da ativacdo de astrécitos, é uma das
ferramentas utilizadas em laboratério para avaliacdo da presenca da
gliose, a qual baseia-se na deteccdo do contelido e expressdo desta
proteina no tecido nervoso (Ho et al, 2007; Sofroniew & Vinters, 2010).
Investigamos, em filhotes de camundongos, a repercussdo da exposi¢ao
perinatal ao MeHg e/ou os AGPIs -3 sobre o conteldo de GFAP no
cerebelo por imunohistoquimica e avaliados pela densidade dptica (DO)
da marcacdo nas camadas granular (CG) e molecular (CM). Pudemos
observar que os tratamentos realizados durante o periodo perinatal ndo
alteraram a imunomarcacdo para GFAP no cerebelo de camundongos
filhotes no PN 23 (Figura 14). Como citado anteriormente, na CM estao
localizados os prolongamentos das células da glia de Bergmann, onde a
marcacdo para GFAP foi mais intensa quando comparada a CG, onde
estdo presentes também astrécitos cerebelares (Figura 14). Corroborando
com nossos achados, Fujimura e col (2012) ndo evidenciaram alteracdes
na imunomarcacdo para GFAP no cerebelo de ratos (PN 36) ap6s a
administracdo perinatal de MeHg na mesma dose utilizada em nosso
estudo (5 ppm), ainda que a coordenacdo motora tenha sido prejudicada
pela exposi¢cdo ao MeHg nestes animais (Fujimura et al, 2012). Assim
como observado em nosso estudo, 0s autores propGem que a exposicao
materna a dose baixas de MeHg ndo foi capaz de induz alteracdes
neuropatolégicas no cerebelo de animais jovens (Fujimura et al, 2012). A
literatura vem demonstrado, por outro lado, que 0 MeHg é capaz de causar
alteracdes na expressdo de GFAP em modelos animais (Moreira et al,
2012). Um estudo conduzido por Roda e col (2008) mostrou que o
tratamento materno com MeHg (DG 7- PN 21) provocou gliose reativa
no cerebelo de ratos no PN 21 e PN 36, observada pelo aumento de fibras
GFAP-positivas ha CM e de astrécitos imunomarcados na CG (Roda et
al, 2008). Durante o periodo p6s-natal, marcado por intensa gliogénese,
0 MeHg levou a uma migracdo anormal de astrécitos (GFAP-positivas) e
oligodendrdcitos no cortex cerebral, sem causar alteragdes histologicas
nesta estrutura em ratos no PN 28 (Kakita et al, 2003). Neste mesmo
protocolo de exposicdo, 0 MeHg causou neurodegenera¢do no cérebro e
uma importante perda de neurdnios granulares no cerebelo e gliose
(aumento de células marcadas para GFAP) na regido do estriado,
alteracBes concomitantes a prejuizos na coordenagdo motora e memaria
em ratos no PN 35 (Sakamoto et al, 2004). Recentemente, foi demostrado
em células progenitoras neurais (Tian et al, 2016) e em cultivo primario
de astrdcitos (Malfa et al, 2014; Pierozan et al, 2016) que a exposicao ao
MeHg levou a alteragcbes na GFAP, acompanhadas de modificacdo em
proteinas do citoesqueleto destas células (Malfa et al 2014; Pierozan et al
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2016). Os AGIPs do tipo ®-3, por sua vez, sd0 essenciais para o
desenvolvimento e funcdo do SNC e desempenham um papel importante
na estrutura e funcgéo de astrécitos no cerebelo. Em cultivo primério destas
células, o tratamento com DHA promoveu a maturacdo e modulacédo de
vias de sinalizagdo envolvidas em neurotransmissdo e no conteudo de
GFAP no cerebelo (Joardar et al 2006; Joardar & Das, 2007). A ingestdo
materna de ragdo enriquecida com oleo de peixe durante a gestacdo e
lactacdo, promoveu um aumento no imunoconteldo de NSE (enolase
neurdnio-especifica), GFAP e MBP (proteina basica de mielina) no
cérebro da prole de camundongos no PN 21 e PN 42, mostrando os AGIPs
do tipo ®-3 promovem o crescimento e maturacdo de células neurais
(Tianet al, 2011). Em adultos, um estudo realizado por Paterniti e col
(2014), constatou que a suplementacdo com DHA diminuiu a expressdo
de GFAP e de marcadores inflamatérios em camundongos com lesdo da
medula espinhal, pardmetros que auxiliaram na recuperacdo das lesdes
nos animais (Paterniti et al, 2014).

Como descrito anteriormente, apés a ingestdo alimentar de
MeHg, ocorre a absorcdo deste composto e, através da corrente
sanguinea, alcanca os tecidos, sendo que o SNC parece ser mais sensivel
a exposicdo a este contaminante. A autépsia do cérebro de neonatos da
ilha de Seychelles expostos pré-natalmente ao MeHg revelou um acimulo
preferencial de Hg nos nlcleos subcorticais profundos, tronco cerebral e
cerebelo em comparagdo a outras estruturas do SNC (Lapham et al,
1995). Uma vez no compartimento intracelular, o0 MeHg interage com
moléculas contendo grupamentos sulfidrilicos, como a cisteina, e forma,
por exemplo, o complexo MeHg-S-cisteina. Este complexo tem
similaridade estrutural com o aminoacido neutro metionina, logo, o
MeHg atravessa as membranas celulares através do transportador de
aminoacidos neutros, o LAT, particularmente o subtipo 1 deste
transportador (Yin et al, 2008; Zimmermann et al, 2014). Recentemente,
Straka e col (2016) demostraram, em cultivo primario de células de
trofoblasto humanas, o envolvimento dos transportadores LAT-1 e da
MRP-1 (proteina de resisténcia multidroga-1) na captacdo e efluxo
placentario de MeHg (Straka et al, 2016). Ainda, 0s autores deste estudo
mostraram que a exposicao ao MeHg resultou na diminuicdo na expressdo
de MRP-1 e consequente acimulo de mercurio intracelular (Straka et al,
2016). Neste contexto, a superexpressdo de MRP-1 em células tumorais
foi capaz de aumentar a resisténcia ao acumulo de Hg intracelular
(Vernhet et al, 2000; Kim et al, 2005). A MRP-1 pertence a uma bomba
de efluxo transmembrana que confere resisténcia celular a farmacos, de
maneira a diminuir o acimulo intracelular destes. Além disto, a MRP-1



99

esta envolvida no efluxo de varios xenobidticos, incluindo os metais
pesados como o Hg (Ballatori, 2002). Logo, investigamos o efeito dos
tratamentos veiculados no periodo perinatal e frente a uma exposi¢éo na
vida adulta ao MeHg sobre 0 acimulo de Hg no cerebelo de camundongos
adultos (PN 84). Observamos que, a longo prazo, a exposi¢io materna ao
MeHg juntamente a racdo suplementada com 6leo de peixe (grupo iv)
mostraram uma tendéncia ao maior acimulo de Hg tecidual nos animais
adultos (Tabela 7). Os animais deste mesmo grupo (iv), quando tratados
com MeHg na vida adulta (PN 70), apresentaram niveis elevados de Hg
cerebelar quando comparados aos demais grupos. No entanto, nos
animais prole de mées que consumiram isoladamente a ragdo enriquecida
com 0leo de peixe, este acimulo de Hg foi significativamente menor apés
uma nova exposi¢cdo ao MeHg na fase adulta (Tabela 7). In vitro, a
exposi¢do aos acidos graxos ®-3 pode modular a atividade da MRP-1.
Um estudo realizado por Gelsomino e col (2013) demonstrou em cultura
de células tumorais de célon resistentes a agdo de quimioterapicos que o
tratamento com DHA e EPA promoveu uma diminuicdo do contelido de
MPR-1, e, desta forma, tornou-as novamente sensiveis a agao de farmacos
antitumorais (Gelsomino et al, 2013). Uma resposta benéfica semelhante
foi encontrada por Kuan e col (2013) em células de tumor intestinal, onde
o tratamento com os AGPIs »-3 reduziu a expressdo, contelido e atividade
da MDR-1 (gene de resisténcia multidroga-1) e consequente aumento da
citotoxicidade do quimioterapico paclitaxel (Kuan et al, 2011). Logo, os
resultados encontrados em nosso trabalho, que mostram um maior
acimulo de Hg no cerebelo de animais que foram expostos
concomitantemente ao MeHg e ao 6leo de peixe, fonte de EPA e DHA,
podem sugerir que a presenca desses acidos graxos poderiam, por
exemplo, modular a MPR-1 de maneira a aumentar o contetdo
intracelular de Hg em camundongos a longo prazo e em uma exposi¢do
aguda ao MeHog.

Nossos resultados indicam que a exposicao perinatal ao MeHg
prejudicou a coordenacdo motora em filhotes no PN 22 e que os AGPIs
®-3 ndo foram capazes de recuperar este dano. As doses de MeHg e de
acidos graxos w-3 utilizadas aqui mimetizaram o consumo de peixes
predadores, espécies que, apesar de serem consideradas fonte deste acidos
graxos, também apresentam niveis elevados de contaminante ambientais,
como o0 MeHg. No entanto, os demais parametros analisados nos filhotes
ndo foram alterados pela exposi¢do materna ao MeHg, sugerindo que a
dose utilizada ndo foi capaz de induzir alteragdes neuropatolégicas no
cerebelo nestes animais. Ja a longo prazo, os tratamentos realizados
durante o periodo de gestacdo e lactagdo promoveram alteragdes a longo
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prazo em parametros comportamentais e bioquimicos analisados em
animais adultos. Além disto, a exposicdo aoc MeHg na vida adulta causou
prejuizos no comportamento e atividade enzimética no cerebelo, exceto
nos animais ja expostos ao MeHg previamente, 0 que sugere que nestes
animais houve uma adaptacéo aos possiveis efeitos deletérios deste metal
e que os acidos graxos ®-3 poderiam modular esta susceptibilidade na
vida adulta.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho,
podemos inferir que:

Em filhotes:

e Aexposicdo materna (durante os periodos de gestacgdo e lactacdo)
ao MeHg induziu prejuizos na coordenacdo motora em filhotes
no PN 22, sugerindo o efeito do MeHg sobre o cerebelo, estrutura
no SNC envolvida no balanco e coordenacéo motora. No entanto,
a exposicdo ao MeHg concomitante a uma ragao enriquecida com
6leo de peixe, fonte de AGPIs w-3 ndo foi capaz de reverter esta
resposta. Ainda, a locomocao, exploracéo e forga neuromuscular
ndo foram afetadas pelos tratamentos durante o
desenvolvimento;

e A exposicdo perinatal ao MeHg teve impacto no sistema
antioxidante da glutationa, reduzindo a atividade da GPx
hipocampal e os &4cidos graxos ®-3 ndo foram capazes de
proteger deste efeito.

e Em filhotes no PN 23, a exposi¢cdo materna a ra¢do enriquecida
com 6leo de peixe aumentou a atividade do complexo | cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial no cerebelo e
hipocampo, por uma possivel mudanca na composi¢do dos
fosfolipideos de membrana (hipGtese a ser testada), porém a
atividade do complexo Il ndo foi alterada;

e No cerebelo, o imunoconteido de proteinas envolvidas na
homeostase sinaptica e neurotransmisséao (Sinaptofisina, PSD-95
e sinapsina) e na peroxidacdo lipidica (4-HNE) ndo foram
alterados em filhotes no PN 23;

e A exposicdo materna ao MeHg e/ou ragdo com dleo de peixe nao
modificou a histogénese pos-natal no cerebelo, como morfologia
geral desta estrutura, organizagdo e espessura das camadas
celulares e a densidade das células de Purkinje. Ainda, a
imunomarcacao para GFAP, utilizado para avaliar gliose, ndo foi
alterada nas camadas celulares do cerebelo, sugerindo que a dose
de MeHg utilizada neste estudo ndo alterou os parametros
investigados no cerebelo de animais no PN 23;
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Em adultos:

Nos camundongos com 3 meses de idade, a exposicéo perinatal
ao MeHg prejudicou o comportamento locomotor esponténeo e
exploratério, parametros que foram parcialmente revertidos nos
animais tratados perinatalmente com os acidos graxos ®-3,
indicando um possivel papel protetor deste dano locomotor a
longo prazo.

A exposicdo na vida adulta ao MeHg nédo prejudicou o
comportamento locomotor, exploratério e a forga neuromuscular
nos animais que se expuseram ao MeHg via dieta materna no
periodo perinatal, seja isoladamente ou combinada com ragéo
enriquecida com 0Oleo de peixe. Estes resultados sugerem que
uma possivel adaptagdo aos efeitos neurotoxicos a uma segunda
exposic¢do aguda ao MeHg;

A coordenacdo motora nos adultos foi afetada pela exposicao
perinatal a0 MeHg e a racdo enriquecida com 6leo de peixe
isoladamente, e a exposi¢do adulta ao MeHg prejudicou a
coordenacdo apenas nos adultos onde as maes consumiram
ambos 0s compostos, 0 que nos da indicios de que os acidos
graxos ®-3 podem ndo proteger deste efeito mediado pelo MeHg;
A exposicdo ao MeHg na fase adulta causou hipercolesterolemia
nos animais de todos 0s grupos experimentais, exceto nos
animais que se expuseram perinatalmente de maneira isolada a
uma dieta rica em Aacidos graxos -3, sugerindo que a
alimentagdo perinatal baseada em acidos graxos ®-3 pode ter
papel benéfico mesmo na vida adulta;

A exposicdo ao MeHg na vida adulta reduziu a atividade da
enzima GPx no cerebelo em todos os grupos, exceto nos animais
que ja haviam sido expostos ao MeHg isoladamente no periodo
perinatal. Este resultado d& indicios de um possivel efeito dos
acidos graxos -3 na modulacdo da susceptibilidade ao efeito
deletério induzido pela exposi¢édo aguda ao MeHg;

A exposicdo perinatal ao MeHg e/ou racdo suplementada com
6leo de peixe e a exposi¢do adulta ao MeHg ndo modificaram os
pardmetros de estresse oxidativo e atividade do Complexo |
mitocondrial no cerebelo e hipocampo em adultos. No entanto, a
exposicdo ao MeHg na fase adulta levou ao aumento da atividade
com complexo Il no cerebelo de animais expostos perinatalmente
ao MeHg isoladamente ou em combinacdo a dieta, sugerindo que
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a exposicao a este contaminante pode modular, a longo prazo, a
susceptibilidade frente a uma segunda exposicao;

A longo prazo, a exposi¢do ao MeHg em combinagdo a uma
ragdo rica em ®-3 ocasionou um maior acimulo de Hg no
cerebelo em camundongos adultos. Esta mesma resposta de
aumento no acumulo cerebelar de Hg foi observada nos adultos
deste grupo frente a uma nova exposicdao adulta aoc MeHg. No
entanto, nos animais expostos isoladamente a uma ragdo
enriquecida com Gleo de peixe no periodo perinatal e tratados
agudamente com MeHg, o acumulo de Hg cerebelar foi menor,
dando indicios de que, quando ofertado de maneira isolada, os
AGPIs »-3 parecem conferir uma protecdo a longo prazo neste
parametro.
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