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RESUMO

O mercurio € um poluente ambiental neurotoxico. Atualmente ndo € conhecido o sitio
inicial das lesbes do sistema nervoso central (SNC) nem tdo pouco as bases
moleculares das lesdes. Em SNC de mamiferos, os astrocitos sédo sitio de
acumulacdo preferencial do metilmercario (MeHg). Apos exposicdo crbnica, 0
mercurio se acumula em diversas estruturas oculares, particularmente na retina. Os
efeitos do mercurio na retina tém sido estudados, mas as bases moleculares das
alteracdes observadas sdo pobremente conhecidas. O presente trabalho objetivou
estabelecer um modelo de lesdo de retinas de ratos por intoxicagcdo de cloreto de
metilmercurio (CH3HgCI) e investigar os mecanismos celulares subjacentes ao
processo de lesdo ocular provocado pela intoxicacdo. Além disso, determinou o
efeito da suplementacdo com 6leo de peixe como possivel neuroprotetor no
processo de lesdo supracitado. Para isso, ratos Wistar foram suplementados com
Oleo de peixe (acido graxo poliinsaturado rico em n-3), na dose de 1 g/kg p.c., desde
o desmame (21 dias) até a fase adulta. Ao completarem 70 dias, estes ratos
receberam injecdo de CHszHgCIl, na dose Unica de 2500 pg/kg de p.c., via
administracao intraperitoneal. Os efeitos da suplementacdo com 6leo de peixe foram
avaliados sobre a expresséao de p ERK %2 e GFAP (marcadores de gliose) de retina
dos animais intoxicados, analisados 3 e 6 dias apds a exposicéo a droga. Expresséo
das proteinas COX2, caspase 3 clivada e Nrf2 também foram analisadas por ensaios
de western blotting. Determinou-se a atividade da enzima catalase, glutationa e
concentracdes de lipoperoxidos, os quais podem refletir o estado redox celular. Os
resultados obtidos demonstram que nos dias 3 e 6 apoOs a intoxicacdo mercurial
apresentaram maior pico de expressao de p ERK % e de GFAP, respectivamente,
caracterizando gliose reativa no tecido retiniano. A suplementacdo com 6leo de
peixe impediu as expressfes de ambas as proteinas sendo similar a do grupo
controle. Nao houve alteracdo na expressdo das proteinas COX2 e caspase 3
clivada entre os grupos experimentais. A intoxicacdo mercurial promoveu aumento
da expresséao total da proteina Nrf2 e alterou o estado redox das células, uma vez
que, este metal pesado foi capaz de reduzir a atividade da enzima catalase e
glutationa. Com relacdo as concentracdes de lipoperoxidos, este parametro foi
aumentado quando exposto a droga. Nossos resultados sugerem a caracterizacéo
de gliose reativa no tecido retiniano de ratos submetidos a intoxicagdo por mercurio,
gerando desequilibrio do estado redox neste modelo experimental. Notavelmente, a
suplementacdo com Oleo de peixe promoveu efeito neuroprotetor sobre o tecido
retiniano lesado, levando-se em consideracéo as expressoes proteicas de GFAP e p
ERK 4.

Palavras-chaves: metilmercurio, gliose reativa, retina, 6leo de peixe.



ABSTRACT

Mercury is a higly neurotoxic environmental contaminant. Currently it is not known
the initial site of injury in the central nervous system (CNS) neither the molecular
basis of the lesions. In the mammalian CNS, methylmercury (MeHg) preferentially
accumulates in the astrocytes. After chronic exposure mercury accumulates in
several ocular structures, particularly in the retina. The effects of mercury in the retina
have been studied but the molecular basis of the cell change is poorly known. This
study aimed to establish an experimental model of retinal injury in rats intoxicated by
methylmercury chloride (CH3HQCI) and further investigation upon the cellular
mechanisms underlying the eye injury caused by the intoxication. Also to determine
the effect of fish oil supplementation as a possible neuroprotector against CH3HgCI
intoxication. To achieve those aims male Wistar rats were supplemented with fish oil
(rich in n-3 polyunsaturated fatty) at a dose of 1 g/kg bw, from weaning (21 days) until
adulthood. At 70 days, the rats received a single dose intravenously injection
CH3HgCI of 2500 mg/kg bw. The effect of fish oil supplementation was evaluated by
measuring the expression of p ERK ¥2 and GFAP (glial markers) from the retina of
intoxicated animals, analyzed at 3 and 6 days after the exposure to CH3HgCI.
Expression of COX2 , cleaved caspase-3 and total Nrf2 proteins were also analyzed
by western blotting. The activity of catalase, glutathione levels and concentrations of
lipoperoxides were analyzed, which may reflect the cellular redox state. The results
show that at the 3 and 6 days after mercurial poisoning there were higher
expressions of p ERK ¥ and GFAP, respectively thus characterizing reactive gliosis
in retinal tissue. The fish oil supplementation prevents the higher expression of both
proteins being similar to control group. There was no change in the expression of
COX2 and cleaved caspase-3 proteins between experimental groups. The mercurial
poisoning did induce elevation in the total Nrf2 protein expression and altered redox
state of the cells, this can be because this heavy metal was able to reduce the
activity of catalase and glutathione levels. When exposed to the drug there was an
increase in the lipoperoxide concentration in the retina. Our results demonstrate that
we succeed in to establish a model in rat for retina lesion by CH3HgCI intoxication
characterized by reactive gliosis in retinal tissue and also the poisoning promoted an
imbalance of the redox status in this experimental model. Remarkably fish oil
supplementation acted as a neuroprotector on the injured retinal tissue by the
alterations in GFAP and p ERK % protein expressions.

Keywords: methylmercury, reactive gliose, retina, fish oil.
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1 INTRODUCAO

1.1 MERCURIO E SUAS PARTICULARIDADES

O mercurio é o unico metal liquido a temperatura ambiente, sendo o seu ponto de
fusdo de - 38,87° C e o ponto de ebulicdo de 356,58° C. Elemento quimico de numero
atdmico 80, o mercurio (Hg) pertence ao grupo 1IB da tabela perioddica de classificagdo
dos elementos quimicos. Ocorre no meio ambiente associado a outros elementos
quimicos, principalmente o enxofre, com o qual forma o minério cinabre (sulfeto de
mercurio - HgS), composto insoluvel de cor vermelha ou preta, cujas maiores reservas
encontram-se na Espanha (Minas de Almadén) e na Itdlia. Outras fontes naturais de
mercurio sdo: erupgdes vulcanicas, evaporacdo natural, incéndios florestais e minas de
mercurio (CLARKSON, 1992; WHO, 2000). Suas propriedades fisico-quimicas o tornam
elemento bastante peculiar quando comparado aos outros metais e tém fascinado o
homem desde a antiguidade. Ha relatos do uso do mercario muitos anos antes de
Cristo pelos gregos, egipicios, fenicios e chineses em préticas diversas como extracéo
do ouro, como pigmentos em tintas e pinturas rupestres e aplicacdo na clinica médica
(SCHROEDER; MUNTHE, 1998).

Dentre todos os metais pesados lancados na natureza pelo aporte antrépico, o
mercurio € considerado altamente toxico por ser bioacumulativo e persistente no
ambiente. Mercario e seus compostos tém sido utilizados, durante muitos anos, em
varios setores econdémicos. Podem ser empregados como fungicidas e pesticidas na
agricultura; antissépticos e conservantes de vacina nas industrias farmacéuticas;
amalgamas dentarias na odontologia; como catalisadores no preparo de cloreto de
vinila nas indastrias quimicas. E utilizado também na extracdo de ouro nos garimpos, na
producdo de lampadas fluorescentes; na producdo de tintas e corantes e em
instrumentos de medigdo como termdmetros e barbmetros, por exemplo.

Na natureza, o mercurio pode ser encontrado sob trés estados de oxidacao:

merclrio metalico ou elementar (Hg®), o qual se encontra principalmente na forma
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gasosa e distribuido amplamente na atmosfera, e duas formas oxidadas, o ion
mercuroso (H»g?") e o fon mercurico (Hg®"), ambas formam sais de mercurios que s&o
as espeécies inorganicas, predominantes em sistemas aquaticos. O mercurio também
pode se apresentar nas formas metiladas constituindo assim as espécies organicas,
cujas caracteristicas como lipossolubilidade, estabilidade e propriedade i6nica sédo os
mais relevantes do ponto de vista toxicologico. Estas diferentes espécies de mercurio
apresentam solubilidade, reatividade e propriedades toxicas distintas, as quais causam
diferentes impactos ao ambiente e a saude do homem. Os compostos orgamercuriais
como metilmercurio (CHsHg ou MeHg) e dimetilmercurio (CH3;CH,Hg) sdo os mais
comuns encontrados em ambientes naturais (HORVAT, 1996; SCHROEDER,;
MUNTHE, 1998; ATSDR, 1999; WHO, 2000, UNEP, 2002).

Mercurio elementar, compostos de Hg**, metiimercurio e dimetilmerctrio podem
ser interconvertidos e transportados entre os compartimentos ambientais e o0s
organismos neles presentes em processo natural chamado ciclo biogeoquimico
(MOREL et al., 1998). A mobilidade e reatividade do mercurio no ambiente dependem
da forma quimica que ele se encontra. A medida que circula entre a atmosfera, a terra
e a agua, o mercurio sofre uma série de transformacdes fisicas e quimicas complexas,
muitos das quais ndo estdo completamente esclarecidos (US EPA, 1997).

Mercurio elementar (Hg®), forma gasosa, encontra-se predominantemente na
atmosfera podendo ser emitido por fontes naturais ou antropicas (LINDBERG et al.
1987). Devido a sua reatividade e solubilidade baixa em agua pura, o0 mercurio tem
longo tempo de residéncia na atmosfera da ordem de um a dois anos, podendo ser
transportado por grandes distancias das fontes de origem. De fato, o mercurio € um
poluente global que afeta ndo somente areas de intensas atividades industriais, mas
também areas remotas (SCHROEDER; MUNTHE, 1998; MUNTHE; MCELROQY, 1992).

O merclrio elementar Hg® pode sofrer reacdes de oxidacdo e gerar mercurio
mercudrico (Hg®"), forma mais solGvel em &gua e pode ser faciimente removido da
atmosfera por precipitacdo, depositando-se nas superficies terrestres (agua, solo e
vegetacao). A partir destas superficies, 0 mercurio pode retornar a atmosfera, na sua
forma gasosa, apos reacdes de reducdo, por processos quimicos, fotoquimicos e/ou
biolégicos (SCHROEDER; MUNTHE, 1998).



15

Nas superficies das aguas, solo e sedimento, Hg®* pode ser convertido em
metilmercurio ou dimetilmercurio por processos quimicos e, principalmente biolégicos.
Metilmercario também conhecido como MeHg é a espécie mais tdéxica de mercurio
devido a sua capacidade de se bioacumular nos organismos, biomagnificando-se ao
longo da cadeia alimentar a concentracdes muito maiores que as encontradas nas
adguas superficiais. Assim, organismos que se encontram no topo da cadeia alimentar,
como por exemplo, peixes predadores atingem concentracbes maximas deste
composto podendo chegar a ordem de até um milhdo de vezes que o ambiente em que
vivem. Em alguns pescados, 90% do mercurio total presente encontra-se na forma
metilada (RAVICHANDRAN, 2004). Isto ocorre porque a lipossolubilidade do
metilmercurio permite sua rapida difusdo, atravessando facilmente membranas
biolégicas e acumulando-se nos tecidos da biota aquatica. Portanto, a metilacdo do
mercurio constitue a primeira etapa do processo de bioacumulacdo aquética,
disponibilizando para a cadeia alimentar a forma mais tdéxica deste metal (BISINOTI,
JARDIM, 2004).

A metilacdo do mercurio ocorre pela transferéncia de um ou mais agrupamentos
metil ao mercurio inorganico. A concentracdo de metilmercurio no ambiente depende do
balanco entre metilagdo e a desmetilacdo microbidtica. A taxa de metilacdo bidtica do
mercurio € influenciada por uma varidedade de fatores ambientais, como: temperatura,
pH, potencial redox do meio, quantidade de matéria organica e da concentracdo de
mercurio biodisponivel aos microorganismos (COMPEAU; BARTHA, 1984).

Do ponto de vista ecotoxicolégico, ambientes aquaticos sdo o0s principais meios
pelos quais a contaminacao por mercurio apresenta maior risco para a saude humana e
de animais. Em ultima instancia, ingestdo de alimentos contaminados, principalmente a
de peixes faz este composto quimico ser reconhecido como maior problema de poluicdo
ambiental nas Ultimas décadas. Nenhum outro metal pesado despejado no meio

ambiente causou grandes desastres ecoldgicos como o mercurio e seus compostos.
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1.2 MERCURIO NO MUNDO

O mercurio € poluente altamente toxico e reconhecido mundialmente como
ameaca para a salde humana e meio ambiente nos Ultimos tempos. E um metal
pesado, cujas caracteristicas como baixa reatividade no meio ambiente, alta
hidrofobicidade e grande tendéncia para se bioacumular nos tecidos dos organismos
vivos, o inclui na lista das substancias toxicas persistentes que tem sido um desafio
global para as entidades internacionais.

Segundo relatério em 2002 elaborado pelo Programa das Nac¢des Unidas para o
Meio Ambiente (PNUMA/UNEP) com apoio financeiro do Fundo Mundial para o Meio
Ambiente (GEF), concluiu-se que mercurio e seus compostos sdo poluentes de
impactos globais adversos para a saude e para o meio ambiente, que requerem acao
mundial, a fim de adotar medidas de reducdo ou até mesmo eliminacdo destes
compostos das fontes antropogénicas (UNEP, 2002).

O mais novo relatério produzido pela UNEP fornece informacdes disponiveis
para todos, sobre as emissdes do mercurio atmosférico, lagamentos para o ambiente
aquatico, transportes e seus destinos no meio ambiente. Estima-se que cerca de 1960
toneladas das emissGes de mercurio para a atmosfera sejam provenientes de fontes
antropogénicas, o que equivale a 30% das emissdes globais do mercurio. A maior
proporcdo de emissdes de mercurio para atmosfera de atividades antrépicas vem da
Asia, que contribui com quase metade de todo mercurio langado mundialmente. Isto se
deve principalmente a utilizacdo deste metal na extracdo do ouro em pequena escala e
gueima de carvdo para gerar energia, principalmente. Fontes geoldgicas naturais
correspondem a 10% e os 60% restante sdo de reemissfes de mercurio lancado
anteriormente que se acumulou ao longo de décadas em solos superficiais e oceanos.
Neste estudo conclui-se que as emissdes do mercurio para 0 ambiente praticamente
dobraram desde 2005 com a pratica da mineracdo do ouro. Em regifes da Africa-
subssariana e América do Sul as emissdes de mercurio também aumentaram pelo
mesmo motivo (UNEP, 2013).

A avaliagcdo da UNEP de 2013 inclui informacgdes, pela primeira vez, sobre o
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lancamento e os impactos do mercurio em ambientes aquéticos. O ambiente aquético é
a principal via de exposicdo ao homem e a vida selvagem (MORAIS et al., 2012).
Mesmo regibes muito distantes como o Artico, sem significativas emissées de mercurio
pela atividade humana, estdo sendo afetadas. Isto porque o mercurio pode alcancar
longas distancias da fonte geradora e persistir, por muitos anos, no meio ambiente onde
circula entre os compartimentos atmosféricos, terrestres e aquéticos (SCHROEDER;
MUNTHE, 1998). Estima-se que fontes antropicas tenham lancado pelo menos 1000
toneladas de mercurio por ano no ambiente aquatico. Neste calculo estdo inclusos a
mineragdo do ouro, em sua maioria, seguida do desmatamento e instalacdes
industriais.

Nos ultimos cem anos, as emissfes antropogénicas dobraram a quantidade de
mercurio nos primeiros 100 metros de profundidade dos oceanos. As concentracfes
deste metal aumentaram 25% em &aguas intermediarias e 10% em aguas profundas. Em
algumas espécies de animais marinhos do Artico, o conteido de merctrio aumentou 12
vezes, em média, desde o periodo pré-industrial. Este aumento implica que, mais de
90% do mercurio nesses animais marinhos sdo atribuidos a atividade humana no
século passado (UNEP, 2013).

Ambientes aquaticos tém sido alvos de muitas pesquisas e tém despertado
preocupacao em escala mundial, pois representam as principais vias de exposi¢ao ao
homem e aos demais seres vivos. O consumo de alimentos contaminados
principalmente peixes, invertebrados entre outros com alto teor de metilmercuio, a
forma mais toxica deste metal foi responsavel por danos irreversiveis ao homem jamais
imaginados.

Um dos casos mais famosos de contaminacgado por metilmercurio, de repercussao
mundial, ocorreu na Baia de Minamata, sudoeste do Japdo, na década de 50. A
industria quimica Chisso Ferliliser Coporation que produzia fertilizantes, resinas
sintéticas e plasticos despejava metilmercurio, um subproduto do processo de
acetaldeido, nas aguas da Baia, contaminando a biota marinha, chegando até a
populacédo local pela ingestdo de peixes e frutos do mar. Na época em que as pessoas
comegaram apresentar os sintomas decorrentes do mercurio, ndo era sabido qual era a

verdadeira causa e, entdo denominaram de “Doeng¢a de Minamata”. Estima-se que esta
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indastria tenha langado ao mar em torno de 200 a 600 toneladas metilmercurio, até a
interrupcdo do uso deste processo de producdo de acetaldeido em 1968 (JARDIM,
1988). O numero de mortes chegou a 20% e o de vitimas graves com sequelas
neuroldgicas ultrapassou 2000 e mais de 8000 com sintomas de contaminacao
(HARADA, 1995). Alguns dos sintomas apresentados pelas vitimas do envenenamento
mercurial incluem descontrole dos membros, perda de equilibrio, tremores e diminui¢éo
da sensibilidade, constricdo no campo visual, surdez, retardo mental, danos cerebrais,
distarbios de desenvolvimento, convulsdes e distarbios metabdlicos (SAKAMOTO et al.
2001).

A partir deste episddio, a percepcao da toxicidade do mercurio decorrente da
contaminacéo de pescados pelo seu efeito bioacumulativo, ndo apenas para o homem,
mas para toda a biota, passou a ser conhecido mundialmente. Ficou evidente que a
exposicdo ao mercurio promove graves danos a saude, tendo seu efeito mais
devastador, principalmente, no desenvolvimento do sistema nervoso central e sistema
fisiolégico geral de criancas (COUNTER; BUCHANAN, 2004).

Outros acidentes relevantes ocorreram no Iraque (1956) e na Guatemala (1972)
devido ao uso de pesticida contendo metilmercurio no tratamento de sementes para o
plantio. Registraram-se varios casos de intoxicacdo pela populacdo que consumiram
estas sementes para fabricacdo de pao caseiro, permitindo confirmar o problema do
uso indiscrimanado de mercurio (AZEVEDO, 2003).

No Brasil, o risco de contaminacdo pelo uso de mercurio dos ambientes
aquaticos € alvo de preocupacdo na area ambiental e da saude publica. Estima-se que
descargas antropogénicas tenham sido em torno de 100 toneladas anuais na década
de 70 e inicio da década de 80, com o desenvolvimento industrial brasileiro (LACERDA,;
MENESES, 1995). A crescente instalacdo de industrias de cloro-soda, quimica,
farmacéutica e eletro-eletronicos predominante na regidao sudeste e a corrida do ouro
nas regides norte e centro-oeste do pais caracterizaram as principais fontes distintas de
mercurio no territério brasileiro (LACERDA, 1997). Nesta época, o Brasil tornou-se o
guarto produtor mundial de ouro. Para suprir essa demanda, cerca de 200 toneladas de
mercurio era importado por ano, sendo que a metade era destinada ao mercado

garimpeiro, particularmente os estados do Para, Rodbnia e Mato Grosso (PIRES et. al,
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1988).

Neste contexto, a regido Amazénica é considerada regido de amplo risco e,
consequentemente, alvo de estudos nas ultimas trés décadas para pesquisadores que
se propuseram investigar o comportamente do mercurio e sua toxicidade nesta regiao
(FADINI; JARDIM, 2001). Além das atividades de extracdo do ouro nos garimpos,
houve um importante desmatamento para o desenvolvimento da agricultura realizado
pela populagéo local. Assim, o mercurio lancado no ecossistema aquatico proveniente
das atividades minerais e a lixiviagdo dos solos apés o desmatamento sao
considerados os principais fatores para a contaminacao desse ecossistema (ROULET
et. al, 1998).

Na atividade do garimpo de ouro o mercurio é utilizado para amalgamar o ouro
encontrado nos sedimentos. A liga metélica Hg-Au formada é aguecida posteriormente,
liberando grande quantidade do mercurio, por volatilizagéo, para a atmosfera e parte é
perdida na forma de mecurio metalico nos meios aquaticos (LACERDA; MENESES,
1995). Para cada 1 kg de ouro produzido, em média cerca de 2 kg de mercurio sédo
perdidos para o ambiente. Este processo ocasiona a contaminacdo por mercurio em
diferentes compartimentos do meio ambiente (PFEIFFER, 1989).

Estudos tém sido realizados na regido Amazodnica e através de andlises de
sedimentos, de peixes de habitos carnivoros, como em amostras de cabelo das
polulacbes de diferentes comunidades ribeirinhas. Os resultados demonstram altos
teores de mercurio, os quais foram atribuidos as atividades de garimpos de ouro
(AKAGI et. al, 1995; MALM, et al., 1995). Muitos dos peixes avaliados apresentaram
niveis de mercurio total acima do limite recomendavel para o consumo humano pela
Organizacdo Mundial de Saude, ou seja, acima de 0,5 pg.g™ (PINHEIRO et. al, 2000).
De fato o consumo de peixe por essa populacéo € a principal fonte de alimento diario, o
que torna viavel a exposicdo e contaminacdo humana pelo consumo de pescados
contaminados.

Atualmente, com a politica de reducdo da emissdo de mercurio para o ambiente,
principalmente, pelos poélos industriais através de regulamentos e uma legislagdo de
controle mais eficiente, implementados a partir da década de 90, o consumo industrial

de mercurio vem caindo substancialmente (LACERDA, 1997). Entretanto, ha uma
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grande dificuldade de fiscalizacdo dos 6rgdos competentes para os diferentes setores
econdnicos onde o mercurio € ultilizado. Além disso, os garimpos de ouro ainda
representam a maior fonte de emissdo deste contaminante, embora esta atividade
tenha se reduzido muito na ultima década (SANTOS et. al., 2000).

1.3 TOXICIDADE DO MERCURIO

De acordo com a Agency for Toxic Substances and Diseases Registry (ATSDR)
dos Estados Unidos, o mercurio é listado como a terceira substancia mais toxica. Esta
agéncia federal elaborou uma grande lista conhecida como Priority List of Harzardous
Susbtances, na qual o mercurio esta incluso como um dos poluentes altamente toxicos
para a saude humana, apenas perdendo o ranking para o arsénio e chumbo (ATSDR,
2011).

A toxicidade do mercurio no organismo depende das diferentes espécies de
mercurio que se podem apresentar, da quantidade, duracdo e rota de exposi¢cdo. O
merclrio elementar (Hg®) e os compostos inorganicos de mercirio tém menor
toxicidade que os compostos organometdlicos (PARK; ZHENG, 2012).

O mercurio elementar, na sua forma liquida, € pouco absorvido e apresenta
riscos minimos para a saude se ingerido (biodisponibilidade de menos de 0,01%) ou em
contato com a pele. Contudo, quando inalado, cerca de 80% do vapor de mercurio é
imediatamente absorvido nos alvéolos pulmonares e tém sido responsavel por inGmeros
casos de contaminacao via exposicdo ocupacional, muito comum nos garimpos de ouro
e fabricas de lampadas fluorescentes (CLARKSON et al, 2007, WHO, 1991). Apés sua
absorcdo pelos pulmdes, dois tercos do mercurio € transportado através da corrente
sanguinea para demais tecidos, principalmente cérebro e rins (CLARKSON; MAGOS,
2006). Uma vez no corpo, o mercurio metalico pode permanecer por semanas a meses.
Devido as suas caracteristicas de alta difusibilidade e solubilidade em lipidios, mercurio
elementar pode atravessar livremente as barreiras hematoencefalica e placentaria

(ATSDR, 1999). Os eritrocitos, cérebro, figado e rins sédo sitios de rapida oxidacao do
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merclrio elementar a forma inorganica bivalente (Hg?") pelo sistema enzimético
catalase-hidrogénio peroxidase. Urina e fezes sdo as principais vias de excrecao de
ambas as formas de mercurio, embora pequena quantidade de vapor mercurio inalado
possa ser eliminada na respiracéo, suor e saliva. Hg?* é menos lipossoltvel que o
mercurio elementar e impermeavel as barreiras hematoencefalica e placentéria.
Portanto toda forma inorgénica bivalente acumulada no cérebro, provavelmente deriva
da oxidacdo do mercurio elementar, apoés ligar-se fortemente a selénio ou a grupos SH,
0S quais contribuem para os depoésitos neste tecido e assim permanecer por longos
periodos (PARK; ZHENG, apud FRIBERG; MOTTET, 2012).

ApOs inalacdo de vapor de mercurio sdo observados em humanos disturbios
neurolégicos e comportamentais. Os sintomas incluem tremores, irritabilidade,
excitacdo, nervosismo, insOnia, alteracdes musculares, dores de cabeca, parestesia,
perda de memodria em teste de déficits cognitivos. Danos na mucosa da boca, tosse,
nauseas, vomitos e aumento da pressao arterial também sdo sintomas observados em
casos de intoxicacdo aguda. Em concentracées mais elevadas, pode causar disfuncdo
pulmonar e renal, alteracédo na visdo e surdez (ATSDR, 1999; UNEP 2002).

A contaminagcdo por compostos de mercario inorganico (sais de mercurio
inorganico) é dada principalmente pela ingestdo e apenas cerca de 7% a 15% destes
sdo absorvidos no trato gastrointestinal dependendo da espécie envolvida (ATSDR,
1999). Sais de mercurio sdo geralmente sdélidos e ndo solaveis, portanto a
contaminacdo por inalacao € rara.

Intoxicacdo por sais de mercurio inorganico tem como alvos principais o trato
gastrointestinal e os rins. Alguns dos sintomas sdo: dor abdominal, nduseas, diarréia
com sangue, Ulceras severas e até mesmo morte decorrente de choque séptico ou
hipovolémico. Toxicidade renal pode envolver necrose tubular renal e glomerulonefrite
autoimune (ATSDR, 1999; BERNHOFT, 2012). Ha poucas informacfes sobre os efeitos
destes compostos mercuriais em humanos em casos de exposi¢cdo em longo prazo e
em baixas concentracdes de mercurio inorganico (ATSDR, 1999).

Metilmercurio (MeHg), composto organomercurial, € a forma mais tdxica de
mercurio por bioacumular-se e ampliar-se ao longo da cadeia alimentar em ambientes

aguaticos. Compostos de metilmercurio podem ser absorvidos por inalagdo bem como
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pela pele. Vapores de sais de metilmercdrio rapidamente penetram os alvéolos
pulmonares e estima-se que aproximadamente 80% s&o absorvidos (BERLIN et al.,
2007). No entanto, a principal via de exposicdo humama ao MeHg é dada pela
ingestdo de alimentos contaminados, principalmente peixes, frutos do mar e derivados.
Uma vez ingerido, cerca de 95% do metilmercurio é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal (ATSDR, 1999). Parte do MeHg € metabolizado a mercurio inorganico
pela microflora bacteriana local e sua excrecdo ocorre principalmente via fecal (90%)
apos excrecao biliar e absorcédo intestinal. A eliminacdo de MeHg também ocorre
através da urina e ainda via leite materno. Cerca de 5% do metilmercurio que néo foi
excretado é acumulado na corrente sanguinea, 10% estdo distribuidos no cérebro,
podendo acumular-se também em outros 6rgdaos como rins e figado (CLARKSON,
2002; BERLIN, 2007).

A lipossolubilidade do MeHg permite rapida distribuicdo por todo o corpo,
atravessando facilmente as barreiras placentaria e cerebral causando lesdes
irreparaveis ou fatais ao organismo, tendo como alvo principal o tecido nervoso. O
metilmercurio é, portanto a forma quimica mais neurotoxica do mercurio (ATSDR, 1999;
US EPA, 2001).

A mobilidade do MeHg no organismo ocorre ao formar um complexo proteico,
devido a sua alta afinidade por compostos sulfidrilas (-SH) presentes em aminoacidos
ou peptideos como cisteina e glutationa. No plasma, o complexo formado é entdo
transportado ativamente através das membranas biolégicas principalmente como L-
cisteina via transportadores de aminoacidos neutros. O conjugado formado
metilmercurio-cisteina (CH3Hg-S-Cys) mimetiza um amino&cido neutro, estruturalmente
muito semelhante a metionina (CLARKSON et al., 2007; BERLIN et al., 2007). Sua
distribuicdo no organismo é lenta e leva aproximadamente cinco dias para chegar ao
equilibrio. Cerca de 20% do metilmercurio presente no cérebro é sollvel em agua e
encontrado princialmente conjugado a glutationa (MeHg-GSH).

O principal alvo do metilmercurio é o sistema nervoso central (SNC) maduro ou
em desenvolvimento. E sabido que cérebro de feto é mais susceptivel aos efeitos
neurotoxicos deste composto mercurial que cérebro adulto (CLARKSON, 2002). Por

exemplo, a concentracdo de MeHg no cérebro fetal é cerca de 5 a 7 vezes maior que
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no sangue materno (GUZZI; PORTA apud CERNICHIARI et al., 2008). No caso de
Minamata, onde mulheres gravidas expostas as baixas concentracdes de MeHg através
da ingestdo de peixes contaminados mesmo sem apresentar quaisquer dos sintomas
de intoxicacdo tiveram seus filhos com disturbios neurolégicos como retardo mental,
déficits no desenvolvimento motor e no desenvolvimento da linguagem (WHO, 1990).

No adulto ele se acumula no SNC resultando em degeneracéo e atrofia do cortex
sensorial cerebral, parestesia, ataxia e impedimentos visuais e auditivos (NINOMIYA et
al., 1995). Em criancas, a exposi¢cado leva a efeitos semelhantes a paralisia cerebral
(WAGNER et al.,, 2007), caracterizada por ataxia motora com hipoplasia e atrofia
simétrica do cérebro e cerebelo. Esses sinais e sintomas sdo causados pela perda de
células neuronais em regifes especificas do cérebro em adulto, como camada granular
do cerebelo e camada granulosa do cortex calcarino (cortex visual). Diferentemente, o
cérebro em desenvolvimento é caracterizado por perda neuronal generalizada e difusa
do SNC. Além disso, metilmercurio também pode causar danos hepaticos e renais,
hipertenséo, disturbios metabdlicos entre outros efeitos adversos ao organismo (WHO,
1990).

Atualmente ndo é conhecido o sitio inicial das lesdes do SNC nem téo pouco as
bases moleculares das leses. No SNC de mamiferos, os astrocitos sdo o sitio de
acumulacéo preferencial de MeHg (ASCHNER et al., 1990), bem como o principal alvo
das lesbes decorrentes da acumulacdo de MeHg (ASCHNER et al., 1999). Entre as
alteracdes causadas pelo MeHg em astrécitos destacam-se a inibicdo da captacdo de
glutamato (DAVE et al.,, 1994), edema (GARMAN et al., 1975), liberacdo de
aminoéacidos excitatérios (ASCHNER et al., 1998) e aumento da captacdo de Na',
acarretando o edema celular (VITARELLA et al., 1996).

Os principais mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade do metilmercurio
sdo devidos a sua alta afinidade por grupos sulfidrilas (-SH) levando a alteracdes
conformacionais e funcionais de proteinas alvos (CASTOLDI et al. , 2001). Exposicao
ao MeHg pode levar a inibicdo da sintese proteica, assim como, interferir na sintese de
macromoléculas como DNA e RNA (BERLIN et al., 2007). Outros efeitos causados por
este metal incluem: desorganizacdo dos microtubulos, cujas integridades séo criticas
para migracdo neuronal e desenvolvimento do SNC (SYVERSEN; KAUR, 2012);
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aumento de Ca* intracelular com alteracdo da atividade mitocondrial, podendo
prejudicar funcéo sinaptica e desenvolvimento neural (CECCATELLI et al., 2010). Além
disso, a toxicidade do metilmercurio também tem sido atribuida a inducdo do estresse
oxidativo ou pelo aumento na producdo espécies reativas de oxigénio (ROS) ou pela
reducdo da capacidade de defesa oxidativa do organismo ou ambos, levando a danos

celulares e a morte celular por apoptose ou necrose (NASCIMENTO et al., 2008).

1.4 GLIOSE DAS CELULAS DE MULLER

Os efeitos toxicos no sistema visual em humanos decorrentes da intoxicacao
mercurial foram documentados em individuos com a doenca de Minamata, os quais
apresentavam em sua maioria: constricdo do campo visual (EKINO et al., apud IWATA,
2007; HARADA, 1995) e reducéo da sensibilidade ao contraste espacial, cujos sintomas
foram relacionados com depdsitos de mercario em areas afetadas, particularmente nas
fissuras calcarinas do cortex visual (KOROGI et al., 1997). Observou-se perda na visao
de cores em trabalhadores expostos ao mercurio na producdo de instrumentos de
precisdo (GOBBA; CAVALLERI, 2003). Além disso, estudos sobre os efeitos do
metilmercurio relataram disfuncbes da visdo central com perda da sensibilidade ao
contraste acromatico para modulacdo espacial e temporal (LEBEL et al., 1998,
VENTURA et al., 2004).

ApOs exposicdo cronica, 0 mercurio se acumula em diversas estruturas oculares,
particularmente na retina e no epitélio ciliar ocular (WARFVINGE; BRUUN, 1996). Os
efeitos do mercurio na retina tém sido estudados (TANAN et al., 2006, VENTURA et al.,
2004; MELA et al., 2010), mas as bases moleculares das alteracdes observadas sao
pobremente conhecidas.

Varios sdo os estudos que se propuseram investigar 0s prejuizos decorrentes da
intoxicacdo mercurial ao sistema visual em diferentes modelos experimentais
(WARFVINGE; BRUUN, 1996; VENTURA et al., 2004), mas ndao ha nenhum relato até o

momento de seus efeitos sobre as células gliais da retina, particularmente as células de
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Muller.

A célula de Miiller € a principal célula da glia em retina de vertebrados e em
retinas avasculares, o unico tipo de macréglia presente. As funcdes da célula de Muller
estdo relacionadas ao suporte metabolico e nutricional dos neurénios, homeostase da
dgua e potassio, sinalizacdo neuronal, reciclagem de fotopigmentos, estocagem e
liberacdo de substancias neuroativas e vasoativas. Destaca-se também a protecédo
contra o estresse oxidativo pela producéo de glutationa.

A gliose ou ativacdo das células de Miller é resposta bem conhecida as
agressdes na retina, tais como o descolamento da retina, retinopatias proliferativas,
retinopatia diabética, glaucoma, processos inflamatérios e de isquemia-reperfusdo
(BRINGMANN et al., 2006). Esse processo € caracterizado por hipertrofia celular,
proliferacdo e alteracdes na expressao génica para protecdo ou reparacao tecidual
apos lesdo retiniana. Células de Miuller protegem os neurdnios apés dano, pela
liberacdo de fatores neurotréficos e neutralizacdo de radicais livres, captacdo de
glutamato e facilitacdo de neovascularizacao (BRINGMANN et al., 2006, 2009).

A resposta ndo especifica mais sensivel as doencas e danos da retina é a
regulacao positiva do filamento intermediario GFAP (proteina &cida fibrilar glial). Outra
resposta a gliose reativa é a ativagcdo das ERKs (quinases reguladas por sinais
extracelulares) que podem ser observadas durante descolamento de retina, isquemia-
reperfusdo de retina, glaucoma (GELLER et al., 2001, AKIYAMA et al., 2002, TEZEL et
al., 2003), assim como, durante estresse oxidativo (BAYDAS et al., 2004). Além destes
marcadores ndo especificos, varias publicacbes tém relatado alteracdes no perfil de
diversos genes nas células de Miller nas retinopatias. Na retinopatia diabética ha o
aumento na expressao de diversos genes de proteinas de fase aguda, tais como a
transferrina, a ceruloplasmina, a lipocalina-2, a metioneina-1 e a transtirretina entre
outras. O aumento de tais proteinas esta relacionado com o metabolismo de ferro e no
controle na geracdo de radicais livres (GERHARDINGER et al., 2005). Um dos efeitos
do mercurio sobre os astrocitos € o aumento na geracdo de radicais livres (SHANKER
et al., 2004). O epitélio ciliar ocular, além de secretar 0 humor aquoso, expressa varias
proteinas relacionadas ao controle do estresse oxidativo (ROSE et al., 1998), incluindo
a transferrina e a ceruloplasmina (BERTAZOLLI-FILHO, 2003; BERTAZOLLI-FILHO et
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al., 2006). O controle da geracdo de radicais livres na retina é de grande importancia
uma vez que o estresse oxidativo esté relacionado com o aumento no processo de

apoptose, que é a base de uma série de retinopatias (SIU et al., 2008).

1.5 GLIOSE COMO MODELO EXPERIMENTAL

Segundo a literatura, os estudos experimentais com animais utilizam doses
mercuriais bastante variadas, desde doses muito elevadas e muitas vezes superiores
as concentracbes em que o homem € exposto na natureza a doses menores, cujo
objetivo é avaliar o efeito acumulativo e sua toxicidade ao longo do tratamento.

O sistema visual € importante alvo da intoxicagdo mercurial e seus efeitos
prejudiciais sdo conhecidos e mencionados na literatura desde a década de 70 nos
individuos com diagndstico da doenca de Minamata. O compromentimento da visédo é
considerado problema de saude publica e, muitas vezes, incapacitando o individuo de
trabalhar e levando a perda na qualidade de vida.

Até o momento, nenhum modelo de gliose do tecido retiniano em animal
experimental foi estabelecido. Como mencionado anteriormente, gliose das células
Muller € resposta comum as agressfes da retina e estd onipresente nas diversas
retinopatias. A pergunta que se faz € se a intoxicacdo mercurial promove gliose das
células de Miller. Estalecer este modelo experimental permitird melhor compreensao

dos danos adversos causados na retina pela intoxicagdo mercurial.

1.6 MERCURIO E ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes, cujo evento ocorre em condi¢des fisiopatolégicas com aumento de

radicais livres e/ou diminuicdo nas defesas antioxidantes endogenas. Nesta situacao,
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os radicais livres podem interagir com componentes celulares como &cidos nucleicos,
proteinas e lipideos causando danos moleculares (SCANDALIOS, 2005). Um radical
livre refere-se a um atomo ou molécula altamente reativo que contém um ou mais
elétrons desemparelhados na ultima camada de valénica como, por exemplo, o anion
superoxido (0O27), radical hidroxila (OH?) e o Oxido nitrico (NO) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). O termo radical livre ndo € totalmente adequado, pois ha
algumas espécies quimicas que ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua
tltima camada de valéncia, mas sdo agentes oxidantes. Essas substancias sao
classificadas de maneira ampla como espécies reativas de oxigénio (ROS) ou espécies
reativas de nitrogénio (RNS) como o peréxido de hidrogénio (H2O,) e o peroxinitrito
(ONOO) (DROGE, 2002).

Vérias evidéncias sugerem que as ROS e as RNS estdo envolvidas na
patogénese de muitas doencas neurodegenerativas, ateroesclerose, doencas
autoimunes, doencas inflamatérias, céncer, diabetes, bem como no processo de
envelhecimento (SCHULZ et al., 2000, DROGE, 2002; VALKO et al., 2007). Contudo,
em condicOes fisiolégicas, as espécies reativas séo criticas para a manutencdo de
muitas fungdes bioldgicas, podem participar em vias de sinalizacdo intracelular para a
diferenciacdo celular e apoptose, na imunidade e na defesa contra microorganismos.
Muitas ROS sdo formadas como subprodutos do metabolismo aerébico pela cadeia
transportadora de elétrons nas mitocondrias, numa sequéncia de reacbes de oxi-
reducdo. Nesse processo, 0s passos intermediarios da reducao do oxigénio resultam na
formacao do radical anion superdxido, ndo radical peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Outras fontes de ROS sao: reacdes de
Fenton, enzimas do citocromo P450, beta-oxidacéo peroxissomal e burst respiratério de
células fagociticas. Além disso, fontes externas como dieta, poluentes ambientais,
radiagdo ultravioleta, envelhecimento e exercicio realizado de forma extrema podem
resultar na producédo de ROS (DROGE, 2002, VALKO et al., 2007).

O estresse oxidativo tem papel critico relacionado aos efeitos neurotoxicos
provocados pelos compostos mercuriais. Estudos in vitro e in vivo tém sugerido que o
mercurio pode exercer seus efeitos toxicos via producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e reducéo de antioxidantes intracelulares, principalmente de glutationa
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reduzida (GSH) em diferentes tipos celulares (SHANKER et al., 2005; KAUR et al.,
2006). A alta afinidade do mercurio por compostos sulfidrilicos e sua natureza pro-
oxidante ao interagir com diferentes biomoléculas pode ser responsavel, a0 menos em
parte, pela capacidade antioxidante reduzida e producdo aumentada de ROS
(ASCHNER et al. 2010; KAUR et al., 2006).

Inimeros estudos utilizando culturas de células neuronais e gliais expostas ao
MeHg tém mostrado aumento na producéo de ROS (YEE; CHOI, 1996, SHANKER et
al., 2004) e deplecdo de GSH, importante antioxidante intracelular ndo-enzimatico
(SARAFIAN et al., 1994, SHENKER et al., 1999, SHANKER et al., 2005, KAUR et al.,
2006). E notavel que MeHg acumula-se preferencialmente em astrdcitos. Estas células
além de apresentar maiores concentracdes de GSH em seus compartimentos, eliminam
com mais eficiéncia o MeHg intracelular e, portanto, sdo mais resistentes que células
neuronais aos seus efeitos neurotéxicos (MIURA; CLARKSON, 1993).

Metilmercurio altera também a atividade da superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) (PINHEIRO et al., 2007), além de aumentar a producdo de ROS,
especialmente H,O, e 02" promove a peroxidacdo lipidica, ou seja, oxidacdo das
bicamadas lipidicas (SHENKER et al., 1999, YONAHA et al., 1983).

Estudos apontam que a atividade mitocondrial pode ser alterada ap6s exposicao
ao MeHg (SHANKER et al.,, 2005, USUKI et al., 2008), podendo inibir complexos
proteicos da cadeia respiratéria mitocondrial e contribuir para despolarizacao
mitocondrial. Estas alteracBes mitocondriais provocadas por MeHg também tém sido
associadas com aumento na produgdo de estresse oxidativo nestas organelas (YEE;
CHOI, 1996) que, em ultima instancia, podem exacerbar os efeitos toxicos deste metal
atacando outros compartimentos subcelulares e ainda promover cascata de eventos
que levam a apoptose (FARINA et al., 2011).

Apoptose ou morte celular programada é evento altamente regulado e
geneticamente determinado, essencial para a manutencdo do desenvolvimento e
homestase tecidual de todos os organismos multicelulares. Além disso, proporciona
mecanismo de defesa por meio do qual células lesadas ou potencialmente perigosas
podem ser eliminadas para o bem do organismo como um todo. Por outro lado, o

processo de apoptose encontra-se alterado em varias condi¢des patoldgicas tais como,
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doencas inflamatorias, autoimunes, neurodegenerativas e cancer (RAMIREZ et al.,
1999). Uma variedade de estimulos podem desencadear a apoptose como calor,
radiacdo, hipéxia e muitos compostos téxicos. Ha evidéncias que metais pesados
incluindo MeHg podem induzir apoptose em células neuronais em modelos tanto in vivo
(NAGASHIMA et. al, 1996) como in vitro (CASTOLDI et al., 2000).

Resumidamente, morte celular via apoptose € caracterizada morfologicamente
pela presenca de condensacédo e fragmentacdo da cromatina nuclear, quebra do DNA
cromossonal e formacéo de corpos apoptoéticos contendo fragmentos de célula morta e
membrana plasmatica integra. Esses corpos apoptoéticos sdo quimicamente atraidos por
células fagociticas que os engolfam rapidamente sem causar resposta inflamatoria
(PAPALIAGKAS et al., 2007, FAVALORO et al., 2012). Estas alteracdes morfolégicas
sdo mediadas, bioquimicamente, por uma familia de proteases que tém cisteina no seu
sitio ativo, conhecidas como caspases. A apoptose pode ocorrer por duas vias
principais: extrinseca e intrinsica. A via extrinseca é controlada pela caspase 8 ou pela
caspase 9 (caspases iniciadoras). E mediada por estimulo de sinais extracelulares que
se ligam a receptores especificos denominados receptores de morte (TNF, TNFR1,
TRAMP, TRAIL e Fas) na superficie celular, ativando caspases especificas que iniciam
uma cascata de reacdes que culminam com a degradacao de proteinas citoplasmaticas
e do DNA, levando a morte celular (KUMAR, 1999). A via intrinsica, também conhecida
como via mitocondrial, é ativada em resposta a hipéxia, producdo de ROS, dano no
DNA, entre outros. Nesta via o potencial de membrana da mitocéndria € alterado e a
producdo de ATP cessada, levando a liberagdo do citocromo ¢ e consequente ativacao
da caspase 9 (caspase iniciadora) que ativardo a cascata proteolitica das caspases no
citoplasma, levando a apoptose (HAIL et al., 2006). A via intrinsica é regulada pela
familia de proteinas Bcl-2, na qual estdo inclusos membros pré-apoptéticos (Bax, Bak,
Bcl-xs, Bok, Bad, Bik, Bid e Bim) ou anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1)
(REUBOLD et al., 2012).

O tecido retiniano, uma extensdo do SNC, é exposto a luz de intensidades

7

variadas uma vez que é especializado na percep¢do e no processamento visual e,

7

portanto é altamente susceptivel ao estresse oxidativo, portanto ha um sistema de

antioxidantes para a neutralizacdo das espécies reativas neste tecido (TANITO et al.,
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2002). Por outro lado, concentracdes intracelulares de GSH na retina encontram-se
reduzidas em varias condi¢des patoldgicas tais como: retinopatia diabética, glaucoma e
dano foto-oxidativo retinal (OBROSOVA et al., 2000, MORENO et al., 2004; TANITO et
al., 2002).

Sob condigcbes de estresse, a regulacdo da expressdo génica de enzimas
antioxidantes se da principalmente pela ativagdo de fatores de transcricdo como o Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2). Este estd normalmente localizado no
citoplasma, associado ao fator Keapl, sendo mantido em concentracbes basais via
processo de ubiquitinizacdo e consequente degradacdo no proteossoma. A proteina
Keapl é sensivel a acdo de diversos agentes oxidantes entre os quais os radicais livres
(ROS). Apos a acdo do ROS sobre os grupos sulfidrilas da Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1), ocorre a dissociacdo dela com o Nrf2 e este migra para o nucleo.
No nacleo o Nrf2 fica associado ao sSMAF (small Maf), ligando-se as regides promotoras
contendo elementos de resposta antioxidante (ARE), o que determina a transcricdo de
um conjunto de genes de proteinas ligadas ao controle do estresse oxidativo
(OSBURN; KENSLER, 2008). A ativacdo do Nrf2 foi observada no processo de
detoxificacdo de MeHg em astrocitos (WANG et al., 2009), em hepatécitos (TOYAMA et
al., 2007) e na neuroperotecao da retina (TANITO et al., 2007). Uma vez que o mercurio
se acumula em diversas estruturas oculares, particularmente na retina, nervo optico e
no epitélio ciliar ocular (WARFVINGE; BRUUN, 1996; MELA et al., 2010), a anélise da
ativacdo da via Nrf2 no processo de resposta a intoxicacdo pelo mercurio na retina se

faz pertinente, focalizando especialmente na resposta glial.

1.7 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS (AGPIS)

Os acidos graxos estdo presentes em nossa alimentacdo e s&o ingeridos
principalmente como triacilgliceréis. Dieta de lipideos é fundamental para o
desenvolvimento, crescimento e maturagdo do organismo (HORROCKS; YEO, 1999).

Além de serem fonte energética, sdo também o0s principais constituintes das
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membranas celulares, participam da comunicacdo celular como moléculas mensageiras
e como hormdnios esterdides e determinam compostos biologicamente ativos como 0s
eicosanoides (CURI et al., 2002).

Acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) sdo acidos carboxilicos com longas
cadeias de hidrocarbonetos, contém ao menos duas duplas ligacdes e sdo classificados
pela posicao da primeira dupla ligacdo a contar do terminal metila (carbono 6mega).
Quando a insercao da primeira dupla ligacdo esta no sexto carbono a partir do terminal
metila, AGPIs sdo chamados de dmega-6, w6, or n-6 e quando a primeira dupla ligacao
esta inserida no terceiro atomo de carbono a partir do terminal metila, AGPIs séo
chamados de 6mega-3, w3, or n-3. Estas duas familias de AGPIs n-6 e n-3 séo
consideradas as mais importantes e essenciais para 0 organismo. Seus precurssores
sdo o acido graxo linoléico (LA, C18:2n-6) e o &cido graxo a-linolénico (ALA, C18:3n-3),
respectivamente. A essencialidade dos &cidos graxos LA e ALA devem-se ao fato que
estes ndo podem ser sintetizados pelo organismo e, portanto, 0S mesmos devem ser
providos pela dieta. Em mamiferos, estas duas familias (LA e ALA) competem pelo
mesmo sistema enzimatico na via metabdlica, assim os acidos graxos das duas familias
nao podem ser interconvertidos (CALDER, 1997, THE BRITISH NUTRITION
FOUNDATION, 1999).

Uma vez ingeridos, os acidos graxos essenciais LA (um &cido graxo 6mega-6) e
ALA (um acido graxo 6mega-3) sdo metabolizados por acdo de um conjunto de
enzimas (alongases e dessaturases), em gue novos carbonos e insaturacdes sao
adicionados a cadeia carb6nica original, produzindo acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa (acima de 12 &tomos de carbonos) da mesma familia. Enquanto o LA é
metabolizado em &cido araquidénico (AA, C20: 4n-6), o ALA é metabolizado em &cidos
eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) e docosahexaendico (DHA, C22:6n-3) (ROSE;
CONNOLLY, 1999). E importante ressaltar que a familia n-3 (ALA) apresenta maior
afinidade pelas enzimas, assim, dieta rica em n-3 & capaz de diminuir a conversao do
AL em AA, elevando a quantidade de EPA e DHA (HAUGE; CRISTOFFERSEN, 1984).

As principais fontes dos acidos graxos n-6 (LA) sdo os 6leos vegetais e
sementes, como de milho girassol, acafrdo e soja. O AA esta presente em produtos

animais, por exemplo, em carnes e gema de ovo. Enquanto que canola, linhacga, nozes
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e plantas com folhas de coloracdo verde escuro sdo fontes de acidos graxos n-3 (ALA).
Os acidos graxos n-3 de cadeia longa, principalmente EPA e DHA sao encontrados em
peixes de aguas frias como atum, salméo, sardinha e também nos Oleos de peixes
(HARDMAN, 2004).

1.8 DHA E RETINA

DHA, &cido graxo poliinsaturado de cadeia longa n-3 (AGPI n-3), € o principal
constituinte dos fosfolipideos de membrana do cérebro humano e retina e, essencial
para o funcionamento normal do sistema nervoso central (ANDERSON, 1970;
GORDON; BAZAN, 1997; BRENNA; DIAU, 2007; KIM, 2007).

Varios trabalhos publicados anteriormente, demostraram que DHA e &cido
araquidonico (AA) sdo requeridos para o rapido desenvolvimento de tecidos neuronais
e vasculares (CRAWFORD, 1993). Em humanos, as propor¢cées de DHA no cérebro
fetal e retina elevam-se continuamente durante o ultimo trimestre de gestacéo e durante
o0 inicio da infancia (CONNOR et al., 1996). Juntos, DHA e AA perfazem mais 30% do
contetdo de fosfolipideo do cérebro e retina (WELLS, 1998). Em retina de mamiferos,
DHA representa cerca de 38% a 92% dos acidos graxos poliinsaturados (MAKRIDES et
al., 1994).

DHA pode ser biossintetizado a partir de seu precursor, o acido alfa-linolénico
(ALA), através dos processos de alongacédo e desaturacédo de cadeias (CALDER, 1997;
ROSE; CONNOLLY, 1999). Dada a falta de desaturases necessarias a estes
processos, neurdnios sdo incapazes de sintetizar o DHA (MOORE et al., 1991). As
principais fontes de DHA neuronal sé@o fornecidas pelos astrécitos que estdo em intimo
contato com os neurdnios (KIM et al., 1999; MOORE, 2001).

Na retina, embora ocorra a biossintese de DHA, este processo € lento e pode ser
insuficiente para sustentar a atividade dos fotorreceptores (WETZEL et al., 1997).
GORDON e BAZAN, (1997) e LI et al., (2001) demonstraram em estudos experimentais

que o figado é o principal sitio do metabolismo de AGPI n-3 a partir de seu precursor
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radiomarcado (ALA) injetado intraperitoneamente ou formecido oralmente.

Fotorreceptores sao células neuronais especializadas e diferenciadas com pilhas
de discos membranosos no segmento externo que contém rodopsina, bem como outras
proteinas. Esta porcédo externa do fotorreceptor é rica em fosfolipideos sintetizados a
partir de DHA que sdo mantidos constantemente mesmo durante longos periodos de
privacdo de acidos graxos n-3 (BAZAN, 2006; SANGIOVANNI; CHEW, 2005).

Alguns estudos experimentais tém demonstrado que em modelos transgénicos
de retinose pigmentar em roedores (ANDERSON et al., 2001) e degeneracdo
progressiva de cones e bastonetes em cées estdo associadas a deplecdo de estoques
de DHA na porcédo do segmento externo dos fotorreceptores (AGUIRRE et al., 1997).
Por outro lado, na sindrome de Usher, estudos tém relatado a reducéo plasmatica nas
concentragdes de DHA (BAZAN et al., 1986).

As propriedades biofisicas e bioquimicas do DHA conferem a funcionalidade do
segmento externo dos fotorrecetores da retina, as quais afetam funcdes de membrana
por alterar a permeabilidade, fluidez, espessura, propriedades de fase lipidica e
ativacdo de proteinas ligadas a membrana (LITMAN et al., 2001, MITCHELL et al.,
2001). A estrutura estereoquimica do DHA com seus 22 &tomos de carbonos e insercéao
de 6 duplas ligacbes na cadeia hidrocarboneto permite uma eficiente alteracéo
conformacional da proteina transmembrana rodopsina (proteina acoplada a proteina G),
em resposta a absorcédo de luz. Adicionalmente, a maior fluidez de membrana permite
uma resposta mais rapida aos estimulos (MITCHELL et al., 2003).

Um estudo demonstrou a capacidade do acido docosahexaendico (DHA) em
reduzir a geracao de radicais livres em astrécitos em cultura submetidos a intoxicacéo
por mercurio (KAUR et al., 2008). Isto abre a possibilidade do uso do DHA como agente
neuroprotetor na intoxicacdo de mercurio, seja ocupacional, seja ambiental.

Dada a importancia do DHA, como o principal constituinte dos fosfolipideos de
membrana do cérebro humano e retina e, essencial para desenvolvimento normal
destes tecidos neuronais, torna-se interessante investigar se a suplementacdo com 6leo
de peixe rico em acidos graxo poliinsaturados n-3 (EPA e DHA) tem efeito neuroprotetor

na intoxicagdo por mercurio.
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2 JUSTIFICATIVA

Metilmercurio € potente contaminante ambiental neurotéxico que tem sido
problema de saulde publica nas ultimas décadas. A elucidacdo dos processos
fisiopatoldgicos oculares provocados pela intoxicagdo por mercurio é de grande
importancia no tratamento das retinopatias, uma das causas mais frequentes de
cegueira.

Até o momento, ndo existem informacdes disponiveis abordando os efeitos
deste metal pesado sobre a retina, uma extensdo do sistema nervoso central. Além
disso, o desenvolvimento de um modelo de gliose retiniano poderia ser ferramenta util
para estudo de retinopatias. Associado a estes fatos, ha auséncia de estudos sobre a
suplementacdo com Oleo de peixe, ricos em AGPIs n-3 sobre os efeitos deletérios no
sistema visual decorrentes da contaminacgao por mercurio.

Visto o fato de ndo apresentar fontes de estudo para os efeitos neurotdxicos do
mercurio sobre a retina e 0s possiveis mecanismos de substancias neuroprotetoras, se
faz necessario investigar o papel do mercurio no estabelecimento do modelo de gliose e

o papel do 6leo de peixe neste modelo estabelecido.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da exposicdo do
mercurio em retina de ratos albinos Wistar, com o estabelecimento de modelo de gliose
retiniamo. Além disso, investigar os efeitos do 6leo de peixe, rico em acidos graxos
poliinsaturados n-3, como possivel neuroprotetor no processo de intoxicacdo por MeHg

no tecido retiniano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecimento do modelo de gliose pela avaliagdo da expressdo de proteinas:
GFAP, p ERK Y.

e Avaliar a expressao proteica de Caspase 3 e de COX2.

e Determinar a expressao de proteinas responsivas ao aumento do estresse oxidativo
como Nrf2.

e Mensurar a atividade da enzima catalase.

¢ |dentificar a concentracao de glutationa reduzida (GSH).

¢ Analisar a lipoperoxidacao do tecido retiniano dos grupos experimentais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados ratos machos albinos da
linhagem Wistar, obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR. Os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com
temperatura controlada a 22 + 1 °C, com &gua e alimentacdo ad libitum. Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Metabolismo Celular no Departamento
de Fisiologia do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR. Todos os procedimentos
envolvendo animais foram aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais
do Setor de Ciéncias Biol6égicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO-UFPR)
(n°402) (ANEXO).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental foi desenvolvido durante um estudo piloto, em que 18
animais adultos foram utilizados para estabelecer a melhor dose para a intoxicacdo
aguda por mercurio, via administracdo intraperitoneal. A dose testada de cloreto de
metilmercurio (CH3HgCI) foi de 2500 pg/kg de peso corpdreo (p.c.) e as amostras foram
analisadas em diferentes dias apds a administracdo da droga. Nesta etapa, o intuito foi
a caracterizacdo da lesdo no tecido retiniano pela intoxicacdo mercurial. Para isto, os
animais foram mortos e os olhos enucleados. Partes dos olhos foram separadas,
fixados em formalina 10% e emblocados em paraplast para posterior andlise qualitativa
pela técnica de imunohistoquimica e, a parte restante, foi isolada a retina e processada

para a técnica de Western Blotting.
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4.3 PREPARACAO DO MERCURIO E INTOXICACAO DOS ANIMAIS

Importante notar que o manuseio do mercurio deve ser feito em capela com
exautdo ligada, uso de luvas apropriadas (nitrila), 6culos de protecdo e mascaras com
filtros apropriados. O composto mercurial utilizado para a intoxicagdo aguda dos
animais foi o cloreto de metilmercurio (CH3HgCI) da Sigma-Aldrich Brasil Ltda. (442534-
5G-A) doado gentilmente pelo professor Dr. Ciro A. Oliveira Ribeiro, do Laboratério de
Toxicolgia Celular. Para facilitar o manuseio deste composto e como medida de
seguranca, solucdo de cloreto de metilmercurio foi preparada na concentracdo de 4
mg/mL a 1% de HCI. A seguir, a mesma foi aliquotada em eppendorfs e armazenados
cuidadosamente em freezer, livre de luminosidade.

Para a intoxicacdo dos animais, aliquotas de cloreto de metilmercurio foram
devidamente descongeladas em capela com exaustdo ligada e neutralizadas com
solucéo de NaOH 3,2 M.

A seguir os animais foram sedados com quetamina e xilazina, nas proporc¢oes de
70 mg/kg e 0,5 mg/kg, respectivamente, e intoxicados, intraperitonealmente, com
CH3HgClI na dose unica de 2500 pg/kg de peso corporeo.

Os animais do grupo controle receberam o veiculo.

4.4 SUPLEMENTACAO

Os efeitos da suplementacdo com 6leo de peixe avaliou-se somente sobre o0s
parametros de modelo de gliose, ou seja, analisadas pelas expressdes proteicas de
GFAP e p ERK % outras andlises, como expressao proteica de Nrf2, Caspase 3 e
COX2, e indicadores do estresse oxidativo, como atividade da catalase, conteido de
glutadiona reduzida e lipoperoxidacédo ndo foram avaliadas com a utilizacéo de 6leo de

peixe via suplementacéo oral.
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Os animais, ratos Wistar machos, apdés o desmame (21 dias) foram
aleatoriamente distribuidos em 2 grupos distintos:
Grupo controle (C), alimentado com racéo para ratos (Nuvilab CR1 — Nuvital nutrientes
S/A).
Grupo 6leo de peixe (P), alimentado com a mesma ragdo supracitada e suplementado
diariamente com 0leo de peixe, rico em &cidos graxos poliinsaturados n-3, na dose de
1g/kg de peso corpoéreo. As capsulas de 6leo de peixe foram gentilmente doadas pela
Fundacdo Herbarium® de Saude e Pesquisa S/A (Curitiba, PR, Brasil) e na sua
composicgdo continham 192 mg de EPA e 124 mg de DHA.

O peso corporal dos animais foi avaliado a cada 2 dias, em balanga digital
(GEHAKA, 350). A suplementacdo com 6leo de peixe foi administrada por via oral,
diariamente, utilizando-se micropipetas por 55 dias. Uma semana antes do término da
suplementacdo (aos 70 dias de idade), os animais foram distribuidos em dois
subgrupos, sendo a metade intoxicada, intraperitonealmente, com cloreto de
metilmercurio (CH3HgCI) na dose Unica de 2500 pg/kg de peso corpéreo e a outra

metade, foi controle. Apds a exposicado a droga, os animais foram ortotanasiados 3 e 6

dias seguintes e entéo, os olhos enucleados e devidamente acondicionados (FIGURA

Machos
21 Dias

1)

Controle (C)
(1g/Kgp.c.)

70 Dias

_I_J

| |
C C+ MeHg
2500 pg/Kg p.c

—>{ Ortotanasiados ]

&
€

32 e 62 Dias

S
>

FIGURA 1 Representacdo esquematica da sumplementacdo dos animais para analise das
expressodes proteicas de GFAP e p ERK %2
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4.5 DISSECCAO DAS RETINAS

Apo6s a enucleacédo dos olhos, procedeu-se rapidamente com a disseccao
das retinas. Os olhos foram colocados em placa de petri (35x10mm) com tampéo
PBS pH 7,4 e mantidos em gelo. Cuidadosamente com auxilio de materiais
cirargicos oftalmicos como pinca de dente de rato e microtesoura, fez-se a
remocdao da regido anterior que compreende a iris, cérnea e o cristalino, obtendo
assim a cuia Optica, com a retina. Por ultimo, a dissecc¢ao da retina foi realizada
com ajuda de uma espatula sob lupa estereoscodpica.

As retinas isoladas foram banhadas em novo tampao de PBS pH 7,4 para
garantir tecido retiniano livre de demais tecidos. Em seguida, os tecidos foram
transferidos para eppendorfs e mantidos em gelo para os procedimentos da

técnica de Western Blotting.

4.6 EMBLOCAGEM DO MATERIAL E PREPARO DAS LAMINAS

Os olhos enucleados, um de cada animal, foram colocados em placa de
petri (35x10mm) contendo tampédo PBS pH 7,4 a 4°C. Sob lupa estereoscopica,
o olho pingado foi perfurado com uma agulha na regido anterior, proximo a ora
serrata, nao invadindo mais que 2 mm de profundidade. A seguir, foi fixado por
imersdo em formalina 10% por 24 horas, a 4°C. Apds o processo de fixacéo, o
material foi lavado 3 vezes por 5 minutos em tampé&o Sorensen 0,1 M (preparado
no momento do uso) e armazenados a 4°C para os procedimentos de
emblocagem do material.

Todos o0s procedimentos seguintes foram realizados em capela com
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exaustdo ligada no Laboratorio de Toxicologia Celular. Os olhos foram
transferidos individualmente para cassetes de plasticos e devidamente
identificados. Um frasco de vidro hermeticamente fechado foi utilizado para
mergulhar os cassetes de plasticos contendo o material para as outras etapas. O
material foi desidratado pela passagem em bateria de alcool 70%, 80% e 90%
por 1 hora em cada solu¢cdo. Em alcool 95%, o material foi mantido por pernoite.
ApoOs este periodo, foi transferido para alcool absoluto 1 por 1 hora. Os olhos,
entdo, foram cortados no sentido antero-posterior passando pelo nervo optico e,
dessa maneira, dividindo-os em duas porcdes. Para a completa desidratacdo do
material, fez-se a passagem pelos alcoois absolutos 2, 3 e 4 por 20 minutos.
Com o material completamente desidratado, este permaneceu 20 minutos em
solucéo alcool absoluto/xilol (1:1) seguido de xilol 1 por 20 minutos e xilol 2 por
10 minutos para a realizacdo da diafanizagcao. A inclusao foi feita com Paraplast
Plus® derretida em estufa a 56°C por 2 horas e finalmente, a emblocagem do
material com nova resina.

ApOs a emblocagem do material, o preparo e montagem da lamina se
realizaram com a trimagem do material, para retirar 0 excesso da resina. A
seguir, no micrétomo, fez-se cortes de 5 um de espessura do material trimado.
Os cortes foram colados em laminas com um preparado a base de albumina de
ovo e deixados sobre placa aguecedora para a extensdo dos cortes e melhor
aderéncia a lamina. Com as laminas montadas, fez-se a analise qualitativa do

material.

4.7 IMUNOHISTOQUIMICA

A partir de cortes histologicos devidamente aderidos em laminas, fez-se

inicialmente a desparafinizacdo e hidratacdo destes através do uso de xilol e



41

séries alcoolicas graduadas. A imunohistoquimica foi realizada com o emprego
de anticorpo primario monoclonal especifico para proteina GFAP. Solucédo de
bloqueio, anticorpo secundario biotinilado e reagentes utilizados do kit
Vectastain® ABC.

4.8 WESTERN BLOTTING

Extratos retinianos foram homogeneizados manualmente com auxilio de
um pistilo em tampéo de lise gelado (RIPA), contendo 50 mM TRIS (pH 8), 150
mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,1% dodecil sulfato de sddio (SDS), aproptina 0,01
mg/mL, inibidores de fosfatases e proteases (Complete TM Protease Inhibitor
Cocktail Tablet: sc-29130). Padronizou-se uma retina para cada 200 pL de
tampéo de lise. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm
(Eppendorf centrifugue® 5810 R) por 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
coletados e armazenados a -20°C. A quantificacao proteica foi determinada pelo
método de Bradford (1976).

Apbs a dosagem proteica, as amostras foram diluidas em tampé&o Laemmli
5X, concentrando-as para 45 g de proteina total em um volume final de 30 pL.
Em seguida, foram fervidas por 5 minutos e entdo submetidas a eletroforese pelo
método SDS-PAGE (dodecil de sulfato de sodio — eletroforese em gel de
poliacrilamida) descrito por LAEMMLI (1970). As proteinas de interesse foram
separadas em gel de poliacrilamida 10%, em sua maioria, exceto a caspase 3
clivada, cujo gel foi de 15%. Para tanto, aplicou-se uma voltagem constante de
160 V por aproximadamente 90 minutos utilizando o aparato de eletroforese
(BIO-RAD® Mini PROTEN).

A partir da separacdo das proteinas em SDS-PAGE, procedeu-se a

identificacdo das proteinas especificas pelo uso de anticorpos mono ou
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policlonais por Western Blotting, método descrito por TOWBIN et al., 1979. As
proteinas foram, entéo, eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose,
em aparato para transferéncia imersa em tampdao resfriado a 4°C, sob uma
voltagem constante de 100 V por 1 hora. Terminado o processo de transferéncia,
as membranas foram coradas com vermelho Ponceau, para visualizar eficiéncia
do processo. As membranas foram blogueadas por 1 hora a temperatura
ambiente com tampdao de bloqueio TBST (NaCl 4 M, TrisHCI 1 M e 0,05% Tween
20) contendo 3% de BSA (albumina sérica bovina). Posteriormente, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos para
proteinas de interesse, em tampao de bloqueio BSA a 3%, sob suave agitacdo e
por um periodo minimo de 3 horas em temperatura ambiente.

Os anticorpos utilizados neste estudo e suas respectivas diluicoes foram: p
ERK % monoclonal (1:1500-Santa Cruz Biotechnology), GFAP monoclonal
(1:1000-Sigma), Nrf2 policlonal (1:200-Santa Cruz Biotechnology), COX2 (1:500-
Santa Cruz Biotechnology), B-actina monoclonal (1:800-Santa Cruz
Biotechnology) e Caspase 3 clivada monoclonal (1:1000-Cell Signaling).

A incubacdo com anticorpo secundario cojugado a HRP (Horseradish
peroxidase), especificos para o anticorpo primario ocorreu a temperatura
ambiente, por uma hora e a deteccao foi realizada pela adicdo do substrato
guimiluminescente e registrada em filme para raio-X (Kodak®). As imagens
foram analisadas por densiometria pelo programa Image J.

Anticorpo B-actina (1:800-Santa Cruz Biotechnology) foi utilizado como

controle interno.

4.9 LIPOPEROXIDACAO

A peroxidacéo lipidica foi mensurada pelo método descrito por NOUROOZ-
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ZADEH et al. (1994). Este método quantifica a formacdo de hidroperéxido por
miligrama de proteina durante a peroxidacéo lipidica. Baseia-se no principio de
que os hidroperéxidos oxidam fon ferroso (Fe?*) a ion férrico (Fe®*"), o qual reage
com o xilenol laranja. Para isso, pool de tecidos retinianos de 10 animais foram
homogeneizados em 1 mL de metanol e centrifugados a 13.000 rpm por 20
minutos a 4°C. Para cada amostra, aliquotas de 90 uL do sobrenadante foram
postas em 6 eppendorfs (2 mL de capacidade). Ha trés destes eppendorfs foram
adicionados 10 pL de solucdo metandlica de trifenilfosfina (TPP, Sigma) 10 mM,
para ocorrer a reducao seletiva de hidroperoxidos. As amostras contidas nos trés
eppendorfs restantes receberam apenas 10 puL de metanol. Todos os eppendorfs
foram agitados e entdo incubados em temperatura ambiente por 30 minutos.
Terminada esta incubacéo, adicionou-se a cada eppendorf 900 yuL do reagente
FOX2 (xilenol laranja a 100 puM, hidroxitolueno butilado (BHT) 400 mM, acido
sulfirico 25 mM e sulfato ferroso de aménio 250 pM, em metanol 90%). Apés
agitacdo, o meio reacional foi incubado em temperatura ambiente por mais 30
minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro na absorbancia de 560 nm.

Para o calculo da concentracdo de hidroperoxidos nas amostras, subtraiu-
se o valor da absorbancia das amostras tratadas com TPP (sem hidroperéxidos
lipidicos) do valor da absorbancia das amostras sem TPP. O valor obtido foi,
entdo, utilizado na formula da curva padrdo de peroxido de hidrogénio, obtida
com solucdes padrédo de diferentes concentracdes (100.0, 50.0, 25.0, 12.5, 6.2,
3.1 e 1.6 uM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para a
dosagem de hidroperéxidos (com excecdo ao tratamento com TPP). A seguir,
dividiu-se o valor da concentracdo de hidroperéxidos (mmol/mL) pela
concentracdo de proteinas totais (ug/mL) do extrato retiniano. Os resultados

foram expressos em mmol de lipoperéxidos/g de proteinas.
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4.10 ATIVIDADE DA CATALASE

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Aebi (1984).
Resumidamente, pool de tecidos retinianos de trés animais foram
homogeneizados em 1mL de PBS pH 7,4, com auxilio de um homogeneizador
elétrico. O homogenato foi centrifugado a 13.000 rpm por 25 minutos a 4°C. Uma
aliquota de 50 pl do sobrenadante foi adicionada a 950 ul de meio reacional
(solucéo aquosa de H,O, 20m M, tris base 0,05 M e EDTA 0,25 mM, pH 7,4) a
37°C. A absorbancia foi monitorada durante 2 minutos, com intervalo de 2
segundos entre cada leitura, em comprimento de onda de 240 nm.

A atividade da enzima catalase presente na amostra foi avaliada,
indiretamente, pelo monitoramento da variagdo de absorbéancia em funcéo do
tempo, pela degradacdo do H,0O, Os resultados foram corrigidos pela
concentracdo de proteinas no homogenato e expressos em nmol de H,O,

degradado. min™*.mg proteina™.

4.11 CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Pool de tecidos retinianos de trés animais foram descongelados em gelo e
homogeneizados em 250 uL de PBS pH 7,4, com auxilio de um homogeneizador
elétrico. O homogenato foi centrifugado a 13.000 rpm por 25 minutos a 4°C.
Aliquota de 50 ul do sobrenadante foi separada para posterior quantificacao
proteica. Para cada 200 pl de amostra foram adicionados 50 pl de &acido
tricloroacético (TCA) a 50% para a precipitacéo proteica. Para o branco, pipetou-
se 50 ul da solugéo de TCA a 50% em 200 ul de PBS. Em seguida, as amostras

foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Para as leituras, foram
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adicionados 50 pl do sobrenadante das amostras e 230 ul de tampao Tris-base
(0,4 M, pH 8,9) em triplicata a uma microplaca em gelo. Por ultimo, 20 pl de
DTNB (acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico) a 2,5 mM (em metanol, tampé&o Tris-
base 0,3 M, pH 8,9) foram rapidamente acrescentados e apdés 5 minutos a
temperatura ambiente, procederam-se a leitura a 415 nm (SEDLAK e LINDSAY,
1968).

A determinacdo do conteudo de GSH foi realizada se utilizando de curva-
padrédo de GSH (0, 5, 10, 20, 40, 80 e 160 uL GSH) em tampaéo tris-base a 0,4 M
e pH 8,9). A concentracdo de GSH nas amostras foi expressa em nmol. mg

proteina .

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média =+ erro padrdo da média (EPM) dos
grupos experimentais e submetidos a analise por teste de variancia de uma via
(ANOVA) seguido de poés-teste de Tukey, com nivel de significancia para p<0,05,
teste “t” de Student, quando indicado. O Sofware Prisma GraphPad versao 5.0
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA.) foi utilizado para composicao

dos graficos e tratamento estatistico dos resultados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos neurotdxicos da contaminacéo por mercurio sdo bem documentados
na literatura e o sistema visual é susceptivel aos efeitos causados por este metal
pesado. No entanto, até o0 momento nao existe nenhum modelo experimental para o
estudo da gliose reativa, caracterizando dessa forma leséo retiniana.

Para responder a nossa primeira pergunta, se a intoxicagdo mercurial pudesse
levar a gliose reativa na retina, fez-se um estudo piloto para estabelecer a melhor dose
para caracterizacdo da lesdo nestas estruturas oculares. Os animais, entdo, foram
intoxicados por cloreto de metilmercuario (CH3HgCI), intraperitonealmente, na dose Unica
de 2500 pg/kg de peso corpéreo (p.c.). Investigou-se inicialmente a expressdo das
proteinas p ERK %2 e GFAP (marcadores inespecificos de gliose) no tecido retiniano por
ensaios de Western Blotting.

Na FIGURA 2, estdo apresentados os dados da expresssao da proteina p ERK
% dos animais do grupo nao intoxicados (C) e dos animais intoxicados por mercurio na
dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados 1-3-6-15 dias apés: grupos 1 D, 3D, 6 D e 15
D, respectivamente. A expressdo (unidades arbitrarias) da p ERK % foi de 3974,5 no
grupo controle. No grupo intoxicado com mercurio e analisado apés 1 dia teve aumento
da expressdo dessa proteina (7411,8). O grupo intoxicado por mercurio e analisado
apos 3 dias apresentou o maior pico de expressdo de p ERK % (12576,5), ou seja, 3
vezes mais que comparado ao grupo contole. Nos demais grupos intoxicados 6 dias e

15 dias, a expressédo de p ERK % foi de 7948,6 e de 8830,3, respectivamente.
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FIGURA 2 Expressdo de p ERK % na retina dos animais ndo intoxicados (C) e dos animais

intoxicados por mercirio na dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados em diferentes situagfes: 1 Dia, 3
Dias, 6 Dias e 15 Dias ap0s a administracdo da droga. Dados representam valores de um experimento.

Para a imunodeteccdo para proteina GFAP, fez-se o stripping da mesma
membrana de nitrocelulose utilizada para a proteina p ERK 2.

Na FIGURA 3, estdo apresentados os dados da expresssado da proteina GFAP
dos animais do grupo ndo intoxicado (C) e dos animais intoxicados por mercurio na
dose de 2500 ug/kg de p.c. e analisados 1-3-6-15 dias apés: grupos 1 D, 3D, 6 D e 15
D, respectivamente. A expressao da GFAP foi de 14.513 no grupo controle. No grupo
intoxicado com mercurio e analisado apos 1 dia teve expressao dessa proteina similar a
do grupo controle (14.305). A intoxicagdo mercurial no grupo 3 dias promoveu aumento
da expressdo de GFAP (39.496). No entanto, a maior expressao desta proteina foi
observada no grupo 6 dias (56.809) com aumento de 3,9 vezes quando comparada a
do grupo nao intoxicado. No grupo intoxicado 15 dias, a expressao de GFAP foi de
45.906.
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FIGURA 3 Expressdo de GFAP na retina dos animais controle (C), intoxicados por mercurio na

dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados em diferentes situacées: 1 Dia, 3 Dias, 6 Dias e 15 Dias apés a
administracdo da droga. Dados representam valores de um experimento.

Outra maneira utilizada para caracterizacdo da lesdo em estruturas oculares por
intoxicacdo mercurial foi a analise qualitativa das amostras de retina pela técnica de
imunohistoquimica. Através desta técnica, foi possivel caracterizar a gliose reativa.

Neste estudo, amostras de retina foram processadas para imunodeteccao in situ
da expressao da proteina GFAP. Para o preparo das laminas histolégicas, utilizou-se a
mesma dose 2500 pg/kg de peso corporeo de CHzHgCl e as amostras foram
analisadas 5 e 7 dias ap0s intoxicagdo mercurial.

Na FIGURA 4, esta apresentado corte histolégico de uma retina do grupo néo
intoxicado (controle) mostrando baixa imunorreatividade para GFAP. De fato, a
imunoreacdo € decorrente da marcacdo de astricitos perivasculares na camada
limitante interna. Por outro lado, cortes histolégicos das retinas dos demais grupos
submetidos a intoxicacdo mercurial (FIGURA 5) apresentaram nivel de expressao de
GFAP aumentado em relacdo a do grupo nao intoxicado. Essa imunoreacdo pode ser
observada com a precipitagdo do DAB (coloragdo marrom) nos “pés” das células de
Muller nas membranas limitantes internas, situadas internamente a camada de células

ganglionares. Os resultados da imunohistoquimica mostram que a gliose reativa €
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melhor evidenciada nas retinas dos animais intoxicados que receberam a dose de 2500

pg/kg de p.c. e analisadas 5 dias apos a administracéo da droga.

Controle

FIGURA 4 Imunohistoquimica para GFAP na retina do grupo controle. Seta indica marcacdo nos
astrécitos na camada limitante interna. Aumento de 40X. Os cortes histolégicos (5um) foram bloqueados
com BSA 2% e Triton 0,1% em tampéo TBS durante 1 hora. O anticorpo anti-GFAP humana (Sigma) foi
usado como anticorpo primario diluido 1:200 na solucéo de bloqueio. A reacéo foi feita por 2 horas a
temperatura ambiente. Como anticorpo secundario foi utilizada 1gG anti-lgG de camundongo
empregando-se o kit VectaStain. A reagdo com este anticorpo no tampao de bloqueio durou 1 hora a
temperatura ambiente. A reacao foi revelada com DAB a 7,5% e peréxido de hidrogénio 0,003%. GCL —
camada de células ganglionares, IPL — camada plexiforme interna, INL — camada nuclear interna, OPL —
camada plexiforme externa e ONL - camada nuclear externa.
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MeHg 2500 pg/kg p.c. 5 dias MeHg 2500 pg/kg p.c. 7 dias

FIGURA 5 Imunohistoquimica para GFAP nas retinas dos grupos intoxicados com mercurio na dose
de 2500 pg/kg p.c e analisados 5 dias apos (painel esquerdo) e 7 dias apds (painel direito). As cabecas
de seta indicam a marcagdo na camada limitante interna. Aumento de 40X. Os cortes histologicos (5um)
foram bloqueados com BSA 2% e Triton 0,1% em tampado TBS durante 1 hora. O anticorpo anti-GFAP
humana (Sigma) foi usado como anticorpo primario diluido 1:200 na solugdo de bloqueio. A reacédo foi
feita por 2 horas a temperatura ambiente. Como anticorpo secundario foi utilizada IgG anti-lgG de
camundongo empregando-se o kit VectaStain. A reagdo com este anticorpo no tampao de bloqueio durou
1 hora a temperatura ambiente. A reagao foi revelada com DAB a 7,5% e peréxido de hidrogénio 0,003%.
GCL — camada de células ganglionares, IPL — camada plexiforme interna, INL — camada nuclear interna,
OPL - camada plexiforme externa e ONL - camada nuclear externa.

Com base nesses resultados preliminares do estudo piloto, optou-se por
escolher os grupos intoxicados por cloreto de metilmercurio na dose de 2500 pg/kg de
peso corplreo e analisados 3 e 6 dias ap6s a administracdo da droga, uma vez que as
proteinas p ERK %2 e GFAP tiveram seus maiores picos de expressao, respectivamente.

O préoximo passo foi confirmar a reprodutibilidade dos mesmos, aumentando-se
0 numero de animais de cada grupo experimental e avaliar o efeito da suplementacéo
com 6leo de peixe rico, em acidos graxos poliinsaturados n-3 sobre a expresséo das
proteinas p ERK %2 e GFAP.

Na FIGURA 6, estdo apresentados os dados da expressao da proteina p ERK
% dos animais do grupo controle (C), dos animais intoxicados por mercurio na dose de
2500 pg/kg de p.c. e analisados 3 e 6 dias apds, grupos 3D e 6D, respectivamente e

dos animais intoxicados por mercurio e suplementados com 6leo de peixe e analisados
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3 e 6 dias apds, grupos P3D e P6D, rescpectivamente. A expressdo da p ERK %2 no
grupo controle foi considerada cem porcento. A intoxicagdo mercurial promoveu
aumento significativo na expressao de p ERK %2 em aproximadamente, 68,7% no grupo
3D e 40,3% no grupo 6D quando comparado ao do grupo nao intoxicado (C). De fato, a
suplementacdo com O6leo de peixe, de alguma maneira, impediu, nos dois tempos
avaliados, aumento da expressdo da p ERK Y% sendo similar a do grupo controle
(p<0,05).
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FIGURA 6 Expressdo da p ERK % na retina dos animais controle (C; n=15) e dos animais

intoxicados por mercirio na dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados em duas situacdes: 3 dias (3D;
n=19) e 6 dias (6D; n=12) apos a administracdo da droga e dos grupos intoxicados que receberam a
suplementagdo com 6leo de peixe: P3D (n=13) e P6D (n=12). Os dados estdo apresentados como média
+ EPM de 3 experimentos. a p<0,05 vs C, b p<0,05 vs grupo 3D e ¢ p<0,05 vs 6D.

Na FIGURA 7, estdo apresentados os dados da expressdo da proteina GFAP
dos animais do grupo nao intoxicado (C) e dos animais intoxicados por mercurio na
dose de 2500ug/kg de p.c. e analisado 3 e 6 dias apds: grupos 3D e 6D,
respectivamente e dos grupos intoxicados que receberam a suplementacdo com 6leo
de peixe: grupo P3D e P6D. A expressdo de GFAP no grupo controle foi considerada
100%. A intoxicacdo mercurial promoveu aumento significativo da expresséo de GFAP

de 86,8% no grupo 3D. No entanto, a maior expressao desta proteina foi observada no
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grupo 6D (248,1%) com aumento de 2,48 vezes quando comparado ao grupo controle.
A suplementacdo com 0leo de peixe no grupo intoxicado P3D e P6D impediu elevacao

da expresséo da GFAP sendo esta similar a do grupo controle (p<0,05).
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FIGURA 7 Expressdo de GFAP na retina dos animais controle (C; n=14) e dos animais intoxicados

por mercurio na dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados em duas situagdes: 3 dias (3D; n=19) e 6 dias
(6D) apos a administragdo da droga e dos grupos intoxicados que receberam a suplementagdo com 6leo
de peixe: P3D (n=9) e P6D (n=15). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 3 experimentos.
a p<0,05 vs C e b p<0,05 vs 6D e ¢ p<0,05 vs 6D.

Os ensaios de western blotting revelaram que a expressao das proteinas p ERK
% e GFAP encontram-se significativamente aumentadas apOs a intoxicacdo por
mercurio, confirmando a caracterizacéo da gliose reativa em tecidos retinianos de ratos.
De fato, sob qualquer alteracdo patogénica da retina, as células de Muller tornam-se
ativadas e sofrem varias alterac6es metabodlicas buscando promover a sobrevivéncia
neuronal durante condicOes de estresse.

Células de Miuller, principais células da glia de retina de vertebrados,
desempenham importante papel para manutengcdo da estrutura e fungéo da retina. A
reatividade destas células normalmente esta associada a elevacdo da expressao de

proteinas do filamento intermediario, como a proteina acida fibrilar glial (GFAP).
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Portanto, a GFAP pode ser utilizada como marcador de gliose em resposta nao
especifica a varias doencas e danos na retina (BRINGMAN et al.,, 2006). Outro
marcador inespecifico para gliose reativa é a ativacdo das ERKs (quinases reguladas
por sinais extracelulares) que podem ser observadas durante descolamento de retina,
isquemia-reperfusdo de retina, glaucoma (GELLER et al., 2001; AKIYAMA et al., 2002;
TEZEL et al ., 2003), assim como, durante estresse oxidativo (Barnes e Kircher; KIM et
al., 2002).

Pela primeira vez, pudemos demonstrar que a intoxicacdo mercurial induz
gliose reativa em retina de ratos, portanto, estabelecendo modelo experimental para
futuros estudos. Interessantemente, nossos resultados revelaram efeito protetor da
suplementacdo com 6leo de peixe, ja que os dados sustentam a hipotese de que este
tratamento adjuvante inibe a gliose da glia de Miller na retina dos animais que foram
expostos a intoxicagdo por mercurio. Uma possivel explicacdo para o efeito
neuroprotetor do 6leo de peixe observado neste estudo seria as propriedades menos
inflamatorias dos seus principais componentes, 0s acidos graxos poliinsaturados EPA e
DHA que podem alterar a funcionalidade de células do sistema imunitario (CALDER,
1998).

O sistema nervoso central frente a injarias como doencgas, lesédo e inflamacao
responde ativando os astricitos (populacdo de células glias denominada macrdglia),
assim como a microglia, populacdo de macrofagos residentes. De modo semelhante, na
retina, as células de Muller e micréglia deste tecido sofrem alteracées em situagbes de
lesédo e doencas (BRINGMANN et al., 2006). A reatividade de ambas as populacbes
celulares podem ter efeito de protecdo ou degeneragcdo neuronal. Isto dependera da
comunicacdo intra e intercelulares bem como fatores moleculares liberados neste
processo que ndo sao bem compreendidos (BRINGMANN et al., 2009).

Acumulo anormal e alteracbes morfolégicas de micréglia em retina tém sido
encontrados em modelos de animais de retinopatias, incluindo descolamento de retina,
retinose pigmentar, retinopatia diabéticos entre outras (LEE et al., 2008).

Em danos na retina induzidos pela exposicdo prolongada de luz, células de
Muller tornam-se reativas e interagem com as microglias. Estas podem atuar

modulando a sobrevivéncia de fotorreceptores, controlando a producdo de fatores
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neurotroficos liberados pelas células de Muller. Neste caso, células microgliais migram
até a camada de fotorreceptores danificados pelo excesso de luz aumentando secrecédo
de fatores neurotroficos derivados de glias (CNTF), fatores neurotroficos ciliares
(GDNF) e fatores de crescimento neural (NGF). Estes componentes, por sua vez,
modulam as células de Miiller que passam a secretar fatores neurotoficos derivados de
cérebro (BDNF) e (fatores de crescimento de fibroblastos) aumentando assim, a taxa de
sobrevivéncia dos fotorreceptores (HARADA et al., 2002).

Microglias apresentam importante papel na defesa do SNC, na neuroprotecéo e
no reparo tecidual apés lesdo. Quando ativadas podem secretar diferentes compostos
como glutamato, importante na excitotoxicidade, fatores de crescimento como NGF e
TGF, citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-a, espécies reativas como
oxido nitrico e anions superéxidos e mediadores lipidicos (HANISCH, 2002). Assim
como a micréglia, as células de Muller, quando ativas em resposta a estimulos, podem
secretar varias citocinas como IL-1B, IL-6 e TNF-a, além de produzir éxido nitrico e
prostandides, os quais podem agravar o dano causado por uma lesdo (BRINGMANN et
al., 2006).

Neste cenario, acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 sdo conhecidos por
modular a funcionalidade de células do sistema imunitario assim como o perfil de
citocinas e quimiocinas por elas secretadas, diminuindo a resposta inflamatéria
(CALDER, 2006). A suplementacdo com 06leo de peixe rico em AGPIs n-3 em retinas
dos animais que foram intoxicados com metilmercurio péde ter alterado a composicao
de lipidios destes tecidos, aumentando a concentracdo de DHA, principal constituinte
dos fosfolipideos de membrana de retina, protegendo-os da lesdo. Kaur e
colaboradores demonstratram, em cultivo celular, a capacidade de DHA em reduzir a
geracao de radicais livres em astrécitos submetidos a intoxicacdo mercurial KAUR et
al., 2008). Estudos adicionais seréo realizados para analise da composicéo lipidica das
retinas destes animais para melhor compreenséo deste resultado.

Na tentativa de se investigar possiveis vias de sinalizacao celular pelas quais a
intoxicacdo mercurial promove a gliose em células de Mdiller, expressdo de COX-2 e
Caspase 3 foram analisadas.

Andlise da expressdo de COX-2 poderia nos mostrar se a intoxicacdo por
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mercurio sinaliza vias de ativacdo de respostas inflamatérias no tecido retiniano
lesionado (FIGURA 8). A resposta inflamatéria € comum e primeira linha de defesa
contra varias formas de injuria do SNC tais como infeccao, lesédo tecidual e doencas

neurodegenerativas.
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FIGURA 8 Expressdo de COX2 na retina dos animais do grupo controle (C) e dos grupos
intoxicados por mercuario na dose de 2500 ug/kg de p.c. e analisados em 2 diferentes situagdes: 3 Dias e
6 Dias apds a administracéo da droga. Hel A foi utilizado como controle positivo (C*). Dados representam
valores de dois experimentos.

Varios sdo os mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do
processo inflamatorio como as aminas vasoativas, fator de ativagdo plaquetaria (PAF),
prostaglandinas, citocinas, Oxido nitrico, neuropeptideos, produtos de reacdo do
sistema de coagulacdo sanguinea, do sistema complemento entre outros (GILMAN et
al. 2006). No entanto, os mediadores quimicos inflamatérios mais estudados sdo os
eicosanoides, produtos do metabolismo do &cido araquidénico (AA). Frente a qualquer
tipo de lesdo que danifique membranas biol6gicas, o AA é liberado a partir de
fosfolipideos de membrana pela acdo da enzima fosfolipase A2 (PLA;). Posteriormente,
0 AA é metabolizado ou pela via das ciclooxigenases (COX), produzindo principalmente
os prostandides (prostaglandinas e tromboxanas) ou pela via das lipooxigenases (LOX)
gue levam a formacéo de leucotrienos. Os eicosandides sdo moléculas biologicamente
ativas que tem importante papel na fisiopatologia da inflamacgéo.

Mazerik e colaboradores (2007a) interessados na fisiopatologia de doencas
cardiovasculares pesquisaram os efeitos do metilmercario sobre o endotélio vascular,
importante 6rgdo na homeostase do sistema cardiovascular. Neste estudo, foi
demostrado significante ativacdo de PLA; e liberacdo de AA a partir de fosfolipideos de

membrana. Alteragbes morfologicas celulares e extravazamento de lactato
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desidrogenase (LDH) foram decorrentes da acdo citotoxica da exposicdo a droga. Estes
resultados também foram acompanhados por alteracdes nas concentracdes de calcio
intracelular, reducéo de tidis totais e elevacao de peroxidacgéo lipidica.

Nessa mesma linha de pesquisa, Mazerik e colaboradores (2007b) pesquisando
os efeitos do mercurio inorganico (HgCl,) sobre o mesmo modelo experimental descrito
acima de endotélio vascular demonstraram a liberagdo de AA pela ativacdo de PLA; e
formacdo de metabdlitos inflamatérios derivados do AA gerados a partir de COX-2. O
tratamento com mercurio inorganico induziu formacdo de prostaglandinas,
tromboxanas-B2 e 8-isoprostanos pelas células endoteliais de maneira tempo-
dependente. Este estudo sugeriu também ativacdo de COX; além da ativacdo de PLA,
em células endotelais pelo mercurio inorganico.

Adicionalmente, ativacdo de PLA, é relatada em culturas de neurdnios e de
astrocitos expostas ao metilmercurio (VERITY et al. 1994; ASCHNER, 2000; SHANKER
et al. 2003).

Park e Youn (2013) trabalhando com a linhagem RAW264.7 (mondcitos de
camundongos) observaram que o mercurio induz ativacdo do fator de transcricdo NF-
kB, expressdo de COX-2 e de NOS (6xido nitrico sintase). Estes autores sugerem que
mercurio pode induzir doengas inflamatérias pelas reacdes de defesa do hospedeiro
estarem prejudicadas.

Estudos vém demonstrando que a inflamacdo é importante componente na
patogenia de determinadas retinopatias, como retinopatias diabética e isquémica.
Mdleculas proinflamatorias como NOS, quimiocinas, moléculas de adesédo e COX-2 tém
sido implicadas no desenvolvimento de tais retinopatias (PORTILLO et al., 2008;
ZHENG et al., 2007; SENNLAUB et al., 2003).

Em nosso modelo experimental, embora metilmercurio cause lesdo no tecido
retiniano, nao foi detectada expressao de COX-2 nos animais intoxicados, evideciando
a ndo participacdo desta enzima em mecanismos envolvidos na resposta inflamatoria.
Experimentos adicionais em outros tempos sdo necessarios para melhor avaliacdo da
participacdo desta proteina.

O sistema visual é suscetivel aos efeitos toxicos do mercurio (TESSIER-
LAVIGNE et al., 1985; BRIDGES et al., 2007). Warfvinge e Bruun (1996) pesquisaram
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os efeitos do vapor de mercurio e sua distribuicdo em globos oculares de macacos.
Estes inalaram o vapor de mercurio por periodos diferentes em um més, um ano e trés
anos. Houve acumulo de mercurio nos epitélios pigmentados do corpo ciliar e da retina,
na camada de células ganglionares e paredes capilares da retina neural. Assim como
no cérebro, é sugerido que a eliminacdo deste metal do tecido ocular é muito lenta e
pode nele permanecer por anos.

Mela e colaboradores (2012) determinaram a distribuicdo mercurial e alteracdes
morfolégicas na retina. Traira (Hoplias malabaricus) foi utilizada para avaliar o efeito
subcrénico do metilmercuario por via tréfica. Lambaris contaminados com metilmercuario
serviram de alimento a cada cinco dias por um periodo de 70 dias, tempo suficiente
para o processo de bioacumulagcédo. Depdsitos de mercurio foram descritos em varias
porcdes da retina como: camada fotorreceptora, camada plexiforme interna e camada
plexiforme externa de modo dose-dependente. Ainda, analise morfologica revelou
deterioracdo na camada fotorreceptora, alteracées morfoldégicas nos segmentos interno
e externo de bastonetes, alteracdes estruturais de membrana de fotorrecetores e no
processo de renovacao de discos membranosos.

Alteracdes funcionais no sistema visual também sdo descritas apds a exposicao
mercurial, por exemplo, nas transmissdes sinapticas (YUAN; ATCHISON, 1993), danos
na visao escotdpica, além de respostas inadequadas a luz por fotorreceptores (EVANS;
GARMAN, 1980).

Os efeitos neurotoxicos do metilmercurio sdo bem documentados na literatura e
caracteristicos de areas especificas como: células granulares do cerebelo e neurdnios
do cortex visual. Contudo, os mecanismos moleculares pelos quais o metilmercurio
conduz a morte celular ainda ndo estéao elucidados (KUNIMOTO, 1994).

Vérios estudos tém sido realizados para este propésito, utilizando-se animais ou
cultivos celulares. Enquanto que baixas concentracdes de metilmercurio (<1pmol/L)
induzem morte celular por apoptose em varios tipos celulares, incluindo: neurdnios
(KUNIMOTO, 1994; NAGASHIMA et. al, 1996), células da glia (DARE et. al, 2001),
linfécitos (SHENKER et al., 1998), células de origem miogénica (USUKI; ISHIURA,
1998) entre outros; altas concentracdes de MeHg promovem morte celular por necrose
(CASTOLDI et al., 2000).
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Muitos dos eventos apoptéticos sdo conhecidos por serem mediados por
receptores de morte, danos no DNA e estresse gerado em mitocéndrias ou retilulo
endoplasmatico. Os estudos que avaliaram o0 envolvimento de caspases no processo
apoptético mediante exposicdo do metilmercurio apresentam resultados bem
contrastantes. Enquanto que em alguns estudos apontaram como positiva seu
envolvimento (NISHIOKU et al.,, 2000; SHENKER et al., 2002) outros estudos nao (
DARE et al., 2001 ).

Caspase 3 € uma das principais proteinas que participa na via de sinalizacéao de
morte celular por apoptose, sendo sua efetora principal. Sua ativagéo caracteriza a fase
de execucdo e € responsavel pela protedlise de muitos substratos celulares que
culminam na morte celular (KUMAR, 2007). Para investigar se a intoxicacdo por
metilmercurio pudesse levar o tecido retiniano a morte por apoptose, avaliou-se a
expressdo de caspase 3 clivada (FIGURA 9). Entretanto, sua expressao nao foi
detectada neste modelo experimental. Com este resultado pode-se sugerir que, se
ocorre morte por apoptose no tecido retiniano lesionado € por vias independentes de

caspase. Mais estudos complementares sao requeridos para aventar este achado.
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FIGURA 9 Expressdo de Caspase 3 clivada na retina dos animais do grupo controle (C) e dos
grupos intoxicados por mercurio na dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados em 2 diferentes situagdes: 3
Dias e 6 Dias ap6s a administracdo da droga. Hel A foi utilizado como controle positivo (C*). Dados
representam valores de dois experimentos.

A inducdo do estresse oxidativo pode ser um dos efeitos neurotoxicos
provocados pela exposicdo ao metilmercurio (SHANKER et al., 2004). A expressao
proteica de Nrf2 foi avaliada para analise deste parametro (FIGURA 10). A expressao

de Nrf2 no grupo controle foi considerada cem porcento. No grupo 3D, a expresséo
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desta proteina foi de 257,47% e no grupo 6D foi de 309,5%. Notavelmente, a
intoxicacdo mercurial elevou significativamente a expressao proteica total de Nrf2 em
ambos os grupos intoxicados 3D (2,57 vezes) e 6D (3,09 vezes) quando comparado ao

grupo controle.
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FIGURA 10 Expressao de Nrf2 na retina dos animais controle (C; n=9) e dos animais intoxicados por
mercurio na dose de 2500 pg/kg de p.c. e analisados em duas situacdes: 3 dias (3D; n=12) e 6 dias (6D;
n=15) apds a administracdo da droga. Os dados estdo apresentados como média + EPM de 4
experimentos. a p<0,05 vs C.

Dados da literatura sugerem que, sob condi¢cdes de estresse, Nrf2 pode ser
translocado para o nucleo onde interage com elementos de resposta antioxidante (ARE)
nas regibes promotoras levando entdo, a transcricdo de uma variedade de genes.
Genes estes envolvidos na resposta antioxidante, tais como as enzimas SOD, catalase,
na producado de proteinas heat shock e na homeostase da glutationa. Em conjunto, os
produtos destes genes favorem a sobrevivéncia celular (KOBAYASHI; YAMAMOTO,
2005).

WANG e colaboradores (2009) demonstraram que astrocitos de tecido cortical
de ratos neonatos, quando em cultura primaria e expostos a diferentes concentracdes

de MeHg, apresentaram quantidade significativa de Nrf2 na fragdo nuclear e a
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expressdo desta proteina foi mais elevada apdés 90 minutos de tratamento a uma
concentracéo de 5 pM deste metal, evento este acompanhado de regulacdo positiva de
genes antioxidantes (XCT, HO-1 e NQR). Neste estudo também foi mostrado que a
ativacdo de Nrf2 é regulada por PI3 quinase (fosfatidilinositol 3 quinase), importante via
de sinalizacao de sobrevivéncia.

Em nosso estudo se evidenciou aumento significativo da expressao total de
Nrf2 em retinas de ambos 0s grupos de animais intoxicados por mercurio (3D e 6D).
Apesar de nao ter sido avaliada a fracdo nuclear, ndo se pode descartar a possibilidade
de translocagéo do Nrf2 para o ndcleo celular. Experimentos adicionais sdo necessarios
para afirmar esta possibilidade e consequentemente a ativagdo deste fator de
transcricdo mediante exposicdo mercurial.

E discutido na literatura que varios S30 0S mecanismos responsaveis pelos
efeitos toéxicos do mercurio, dentre eles destacam-se a sua alta afinidade com grupos
tidis, inativando desta maneira varias proteinas e enzimas, como por exemplo, a
glutationa reduzida, glutationa peroxidade e catalase; danos no material genético e
desequilibrio no estado redox intracelular (CLARKSON; MAGOS, 2006).

A glutationa reduzida (GSH), tiol ndo proteico mais abundante nas células
mamarias, € o principal sistema antioxidante no SNC (DRINGEN, 2000). O conteudo de
GSH foi quantificado para avaliar o estado redox de retinas dos animais expostos ao
MeHg. Os dados de concentracdo de glutationa reduzida (nmol de ti6is.mg prot™) dos
grupos estudados estdo apresentados na FIGURA 11. A concentracdo de GSH
quantificada no grupo controle foi de 102,1. Nos grupos intoxicados 3D e 6D, o
conteido de GSH foi de 94,8 e de 64,2, respectivamente. A intoxicacdo mercurial
promoveu reducédo de 1,59 vezes no grupo 6D quando comparada a do C. Nao houve

diferenca significativa do contetdo de GSH entre os grupos C e intoxicado 3D.
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FIGURA 11 Concentracdo de glutationa reduzida (nmol de tidis.mg prot'l) em tecido retiniano para
animais dos grupos controle (C) e animais expostos ao mercurio e analisados 3 e 6 dias apds, grupos 3D
e 6D, respectivamente. Os dados estdo apresentados como média + EPM de trés experimentos. a p<0,05
vs C e 3D.

A glutationa reduzida, tripeptideo composto por glutamato, cisteina e glicina, €
importante antioxidante ndo enzimatico presente em todas as células animais e
normalmente atinge concentracdes milimolares (PATRICK, 2002). E bem estabelecido
na literatura que a exposicdo ao MeHg promova reducdo nas concentragbes
intracelulares de GSH, (SHANKER et al., 2004) e aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (SARAFIAN, 1999, SHANKER; ASCHNER, 2003). Nossos
resultados estdo de acordo com os dados da literatura (YEE; CHOI, 1996, SHANKER;
ASCHNER, 2003, KAUR, 2006), uma vez que a intoxicacdo mercurial foi capaz de
reduzir o conteudo de GSH no grupo intoxicado 6D. GSH, principal tiol intracelular de
baixo peso molecular age na defesa celular contra radicais lives, peroxidos e
compostos xenobioticos. A reducdo das concentracdes de GSH nas retinas dos animais
apos contaminagcdo mercurial pode ser explicada pela habilidade do MeHg ligar-se ao
GSH e, dessa maneira, diminuir sua concentracao e disponibilidade celular (PATRICK,
2002, PATEL; REYNOLDS, 2013). Isto tem sido considerado importante mecanismo
pelo qual compostos mercuriais induzem danos oxidativos (CLARKSON, 1997;

SHANKER et al., 2005). Ao mesmo tempo, a capacidade antioxidante de GSH que se



62

da pelo grupamento tiol (-SH) reativo de sua cisteina tem sido mostrado fornecer certa
protecdo contra os efeitos deletérios de MeHg (CASTOLI et al.,, 2001, MIURA;
CLARKSON, 1993). O complexo formado (GSH-MeHg) previne que este metal venha a
se ligar a outras proteinas ricas em grupos - SH e cause danos a enzimas e leséo
tecidual (KROMIDAS et al., 1990). Em outras palavras, GSH ao se ligar ao mercurio
age neutralizando a acdo do mesmo.

O sistema antioxidante de GSH atua em acdo conjunta com outras enzimas
para realizar suas funcfes e manter o estado redox intracelular (DRINGEN, 2000). A
glutationa peroxidase (GPx) catalisa a decomposicao do H,O, e perdxidos lipidicos a
agua e alcodis lipidicos, respectivamente. Nesta reacdo, GSH atua como agente
redutor doando seus elétrons para GPx e oxidando-se a glutationa dissulfeto (GSSH). A
regeneracao de GSH ocorre a partir de GSSH a custa de NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato reduzida) pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) (VALKO et
al., 2007).

Estudos apontam que a adicdo de GSH a culturas celulares expostas a MeHg
prenive a reducdo das concentracbes de glutationa peroxidase (GPx), importante
enzima antioxidante necessaria para protecdo contra efeitos deletérios da peroxidacao
lipidica (PATRICK, 2002).

Neste estudo nao foram avaliadas as atividades de GPx e GRs. O perfil de
ambas as enzimas frente a intoxicacdo mercurial em nosso modelo experimental
poderia ser de grande valia para melhor interpretacéo deste sistema antioxidante.

Para identificar se a contaminacdo por mercurio pudesse alterar o perfil de
enzimas antioxidantes, mensurou-se a atividade da enzima catalase (nmol de H,O,
consumido.min.mg proteina®) no tecido retiniano (FIGURA 12). A atividade da
catalase foi de 161,7 no grupo controle. A intoxicacdo mercurial foi capaz de reduzir
significativamente a atividade desta enzima em ambos os grupos intoxicados 3D e 6D.
Este parametro foi reduzido em 1,28 vezes no grupo 3D e 1,52 vezes no grupo 6D

guando comparados ao grupo C.



63

Atividade da enzima catalase

AN
& 2007
S
(@)
~ o 1504
Q o
T E _fil_
3~ 100-
° E
€ o
=
%
[ 0 T
(@)
© Y

FIGURA 12 Atividade de catalase em tecido retiniano para animais dos grupos controle (C; n=18)) e
animais expostos ao mercurio e analisados 3 e 6 dias apds, grupos 3D (n=21) e 6D (n=21),
respectivamente. Os dados estdo apresentados como média + EPM de trés experimentos. a p<0,05 vs C.

A enzima catalase, um componente de defesa antioxidante, presente nos
peroxissomos, tem como funcéo a decomposicdo do H,O; a oxigénio molecular e agua,
impedindo seu acumulo celular e danos oxidativos (VALKO et al., 2007). No entanto,
estudos prévios tém relatado que a contaminacdo por compostos mercuriais alteram o
perfil desta enzima (HUSSAIN et al., 1999). No presente estudo, a atividade da catalase
em retinas dos animais contaminados por metilmercario apresentou-se
significativamente inibida quando comparada a dos animais controle. Este resultado
estd de acordo com Abdel-Hamid e colaboradores que também mostraram reducéo na
atividade da catalase em amostras de sangue de trabalhadores expostos ao mercurio
em fabrica de lampadas fluorescentes (ABDEL-HAMID; FAHMY; SHARAF, 2001).

De igual modo, Pinheiro e colaboradores realizaram um estudo em diferentes
regidbes da Amazbnia, no qual mulheres foram selecionadas para avaliar a
concentracdo de mercurio em amostras de seus cabelos e o perfil de defesas
antioxidantes no sangue. Os resultados deste estudo além de apontar concentracfes
elevadas de mercurio em amostras dos cabelos (>10 ppm) das mulheres expostas em

areas impactadas pela mineragdo do ouro, relataram também concentragdes elevadas
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de glutationa e atividade da catalase reduzida no sangue (PINHEIRO et al., 2008).

Por outro lado, Hussain e colaboradores ao analisarem os efeitos do mercurio
inorganico em camundongos expostos a 1mg/kg/dia de HgCl, por 14 dias, encontraram
resultados diferentes dos estudos acima mencionados. Observaram aumento da
atividade das enzimas catalase e GPx e aumento do contedudo de GSH em figados, rins
e cérebros destes animais. A explicacdo sugerida para o sistema de defesa
antioxidante ativado nestes tecidos seria um mecanismo compensatorio do estresse
oxidativo induzido por HgCl, (HUSSAIN et al., 1999).

O desequilibrio no estado redox provocado pela exposicdo ao mercurio pode
diminuir, de maneira consideravel, a glutationa reduzida (GSH), principal tiol nao-
proteico em células mamarias. Como consequéncia da deplecdo nas concentracdes de
GSH, concentracfes de espécies reativas de oxigénio e radicais livres podem elevar-se
ainda mais. As espécies reativas resultantes desse processo podem atacar diferentes
biomoléculas como proteinas, DNA e principalmente lipidos, processo denominado de
peroxidacao lipidica.

Neste estudo foi mensurada a producdo de lipoperoxidos, como produtos do
processo de peroxidacdo lipidica (mmoL/ug) (FIGURA 13). A concentracdo de
lipoperdxidos no grupo controle foi de 1,69. A intoxicagdo mercurial no grupo 3D elevou
significativamente este parametro para 4,83. No gupo 6D, a concentra¢do de perdxidos

lipidicos foi de 4,03 significativamente diferente quando comparada a do controle.
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FIGURA 13 Concentracao de lipoperoxidos (mmol/ug de proteina) em tecido retiniano para animais
dos grupos controle (C) e animais expostos ao mercurio e analisados 3 e 6 dias apds, grupos 3D e 6D,
respectivamente. Os dados estdo apresentados como média + EPM de trés experimentos. a p<0,05 vs C.

Nossos resultados da concentracao de lipoperdxidos indicam que a peroxidacao
lipidica de retinas de ambos os animais dos grupos intoxicados por metilmercurio (3D e
6D) tiveram aumento significativo em relacdo aos animais controle. De fato,
peroxidacao lipidica induzida por mercurio parece ser crucial na toxicidade deste
composto (SARAFIAN; VERITY, 1991). Um dos primeiros experimentos in vivo a
demonstrar peroxidacao lipidica induzido por metilmercurio foi Yonaha e colaboradores.
Neste estudo, ratos adultos receberam injecdo, por via subcutanea, na dose de 10
mg/kg/dia p.c. de cloreto de metilmercurio durante 7 dias. Substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico foram mensuradas no figado, rins e soro como indice de peroxidacdo
lipidica, assim como os hidrocarbonetos (etano e pentano) exalados destes animais. Os
resultados obtidos mostraram elevada peroxidacao lipidica tanto nos tecidos como no
soro. Estes pesquisadores também encontraram reducdo na atividade da glutationa
peroxidase em figado e rins. Foi sugerido que aumento significativo da formacgéao de
peréxidos lipidicos pode ser resultado de esgotamento de fatores de defesa que atuam
contra a peroxidacao lipidica (YONAHA; SAITO; SAGAI, 1983).

Em outro estudo conduzido por Nabi e colaboradores foi avaliado os efeitos do

cloreto de metilmercario sobre a capacidade antioxidante, concentracdo proteica,
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peroxidacdo lipidica e hidroperoxidacdo em regides do cérebro, medula espinhal,
pulméo, coracdo e pancreas de ratos adultos. Estes animais foram intoxicados com
cloreto de metilmercurio na dose de 2 mg/kg/dia p.c., por gavagem, durante 28 dias. Os
resultados revelaram aumento de peroxidos lipidicos e hidroperoxidos em todos os
tecidos ap6s a admintracdo da droga. Ainda houve alteragéo na capacidade antioxidade
dos animais tratados com reducdo nas atividades das enzimas SOD e CAT, além de
reducdes do conteudo de GSH e de concentracdo proteica em todos os tecidos (NABI;
ARA; RIZVI, 2011).

Aumento da peroxidacdo lipidica também foi observado em cultura de
mitocdndrias, as quais foram isoladas de cérebros de camundongos adultos tratados
com cloreto de metilmercario (40 mg/L) diluido em agua de beber durante 21 dias.
Franco e colaboradores investigaram a participacdo da GPx na toxicidade induzida pelo
MeHg. Interessantemente este grupo de pesquisa encontrou concentracdo elevada de
TBARS como consequéncia da atividade inibida da enzima GPx mediada pela
toxicidade deste metal. Esta hipotese pbéde ser confirmada quando se fez adicdo de
GPx exogena a esta cultura e a peroxidacéo lipidica foi completamente bloqueada.
Concomitantemente a estes dados, MeHg aumentou a producdo de ROS nesta cultura
gue também foi bloqueada pela adicdo de GPx (FRANCO et al., 2009).

Nossos resultados, tomados em conjunto, demonstraram pela primeira vez a
lesdo de retinas de ratos expostos ao cloreto de metilmercurio na dose Unica de 2500
ug/kg/dia de peso corporeo, caracterizada pela ativagcdo de células de Miller.
Sugerimos que a gliose reativa foi acompanhada provavelmente de aumento na
producdo de ROS. Embora, este parametro ndo foi mensurado neste estudo, podemos
inferi-lo indiretamente quando avaliamos o estado redox do tecido estudado. De fato, a
intoxicacdo mercurial promoveu alteracdo da capacidade antioxidante do tecido
retiniano como observado pela reducéo da concentracdo de GSH e atividade da enzima
catalase. A peroxidacao lipidica também parece ser um dos mecanismos moleculares

de lesdo em retinas na intoxicagao por MeHg.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que a intoxicacdo mercurial na dose de 2500
pg/kg de p.c. é capaz de aumentar as expressoes de proteinas como p ERK %2 e GFAP,
caracterizando, dessa maneira, o estabelecimento de um modelo de gliose pela lesao
tecidual na retina. Além disso, a suplementacdo com O6leo de peixe teve efeito
neuroprotetor inibindo o desenvolvimento do modelo proposto, pela reducdo da
expressao proteica dos marcadores de gliose.

Além do desenvolvimento de um modelo de estudo da gliose, outra alteracdes
foram encontradas pela intoxicacdo por mercurio na retina, como aumento do estresse
oxidativo pela elevada expressao da proteina Nrf2, reducdo da atividade de moléculas
como a catalase e a glutadiona e aumento da concentragdo de lipoperédxidos, em
diferentes tempos de exposicdo mercurial, mesmo ndo apresentando efeitos sobre
mecanismos de apoptose e enzimas de cunho inflamatério, como a Caspase 3 e a
COX2, respectivamente. O possivel papel neuroprotetor do 6leo de peixe néo foi
avaliado nestes parametros.

Sendo assim, um modelo para estudo da gliose retiniana foi estabelecido, onde o
Oleo de peixe atuou na inibicdo do processo de desenvolvimento da doenca. Além
disso, alteracbes na funcionalidade retiniana foram encontradas pela exposicdo
mercurial. Novos trabalhos serdo necessarios para avaliar o completo efeito do 6leo de

peixe sobre estas e novas analises realizadas neste modelo.
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