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RESUMO

O metilmercurio (MeHg) é considerado pela Organizacdo Mundial da Saude
como um dos produtos quimicos de maior preocupacdo de saude publica.
Assim, conhecendo a suscetibilidade das regifes do sistema nervoso central e
a auséncia de evidéncias sobre os efeitos ha medula espinhal, este estudo teve
como objetivo investigar mudancas protedmicas e bioquimicas na medula
espinhal ap6s a exposi¢cdo prolongada do MeHg em doses baixas. Para isto,
ratos Wistar machos foram expostos a uma dose de 0,04 mg/kg/dia por 60 dias.
Depois disso, o proteoma foi identificado com posterior analise de sobre-
representacdo (ORA). Para a bioguimica oxidativa, os parametros antioxidantes
(ACAP, TEAC, GSH) e pr6-oxidantes (LPO e ions nitritos) foram avaliados. A
analise protebmica mostrou varias proteinas alteradas que participam de
processos bioldgicos, componentes celulares e funcdes moleculares. Houve um
aumento nos niveis totais de mercurio (Hg) na medula espinhal, assim como um
aumento nos ions LPO e nitrito e uma reducdo nos parametros ACAP, TEAC e
GSH. Portanto, a exposicdo a baixas doses de MeHg pode desencadear
estresse oxidativo associado a mudancas no perfil proteémico.

Palavras-chave: Metilmercurio. Sistema Nervoso Central. Medula Espinhal.

Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is considered by the World Health Organization as one of the
chemicals of greatest public health concern. Thus, knowing the susceptibility of central
nervous system regions and the absence of evidence about the effects on the spinal cord,
this study aimed to investigate proteomic and biochemical changes in the spinal cord after
MeHg long-term exposure at low doses. For this, male Wistar rats were exposed to a dose
of 0.04 mg/kg/day by for 60 days. After that, the proteome was identified with subsequent
overrepresentation analysis (ORA). For the oxidative biochemistry, the antioxidant
(ACAP, TEAC, GSH) and pro-oxidants (LPO and nitrite ions) parameters were
evaluated. The proteomic analysis showed several altered proteins that participate in
biological processes, cellular components, and molecular functions. There was an
increase in total mercury (Hg) levels in the spinal cord, as well as an increase in LPO and
nitrite ions and a reduction in ACAP, TEAC and GSH. Therefore, exposure to low doses
of MeHg can trigger oxidative stress associated with changes in the proteomic profile.

Keywords: Methylmercury. Central Nervous System. Spinal cord. Oxidative Stress.
MeHg.
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1. Introducéo
1.1. Mercurio

O Mercurio (Hg) tem varias formas quimicas, organica e inorganica, e em
diversos estados fisicos, com estado sdlido, dissolvido ou em fase gasosa,
contudo, ele é considerado um elemento raro, uma vez que apenas 0,08 ppm da
crosta terrestre € composta por ele, o que o faz ocupar a 662 posicdo quando se
trata de abundancia em comparacédo aos demais elementos quimicos da tabela
periddica (LEE, 2000). Diferentemente ocorre em seu ciclo biogeoquimico, pois
sdo diversos processos e que podem envolver agua, solo ou atmosfera.
(TINOCO et al., 2009).

Em um breve historico, Caley (1928) relata que os povos antigos ja se
utilizavam de mercurio, porém com um diferente nome, cinabrio, e era utilizado
como pigmento em pinturas rupestres e como fonte do mercurio metalico.

Em 133 a.C., na China, um alquimista ofereceu ao entdo imperador, Han Wu-
Ti, cindbrio, afirmando que a ingesta de liguidos embebidos em frascos feitos
daquele metal conferiria imortalidade. Tal ideia era compartilhada por povos
hindus pelo fato de o Mercurio metélico ser produzido pela condensacdo do
vapor do cindbrio, era capaz de produzir intensa coloracdo avermelhada,
assemelhando-se a cor de sangue e, por isso, a capacidade de devolver a vida.
Dessa forma, muitos povos o utilizavam para tentar trazer vida aos mortos
(Caley, 1928; Marr, 1999).

No final da década de 1970 e inicio da década de 1980 é que se iniciam 0s
primeiros relatos da utilizacdo de mercurio na Amazénia, justificado pela vasta
exploragdo de ouro na regido (MAL, 1998). Esse metal era utilizado pelos
garimpeiros com a finalidade de separar o ouro dos sedimentos provenientes
dos rios, formando assim um composto que foi denominado de amalgama, ou
seja, uma mistura de ouro com mercurio. Posterior a isso, essa amalgama era
aguecida em altas temperaturas para que os residuos de mercurio fossem
evaporados e assim restasse apenas 0 ouro.

Dessa maneira, diversas vias de contaminacdo se estabeleciam na
populacdo que manejava estas técnicas: A primeira era o depdésito de mercurio
nos leitos dos rios da regido, e a segunda era a liberagéo de vapores ricos em
mercurio provenientes do aquecimento da amélgama e, com isso, consequente
inalagdo destes vapores toxicos pelos garimpeiros e por parte da populacao
local. E estimado que cerca de 130 mil toneladas de Mercdrio tenham sido
lancadas por ano, durante a chamada corrida do ouro na Amazbnia, sendo
motivador de danos irreparaveis tanto ao meio ambiente como as populacdes
residentes na Amazonia (MALM e col., 1990).

O Mercurio tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores, tanto in
vitro como in vivo, e para maior elucidacdo sobre seus mecanismos de agao é
necessario entender a farmacocinética e farmacodinamica deste metal
(BRANCO et al., 2010).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Mercurio € um dos
elementos mais toxicos e por causa disso, tem se configurado um problema de
salude publica, uma vez que € possivel encontrar diversas maneiras de
contaminag&o por esse metal. Epossivel quantificar niveis elevados de Mercurio
em agua, sedimentos e em peixes. O Hg é capaz de desbalancear funcées em
uma grande variedade de 6rgaos no corpo humano.

Este metal € um contaminante de carater global e que € determinado pela
sua capacidade toxicolégica em diversos sistemas bioldgicos, pois possui
propriedades como bioacumulgdo, processo pelo qual substancias séo
absorvidas nos organismos, e biomagnificacdo, aumento da concentracdo de
uma substancia em organismos vivos ao longo da cadeia tréfica (SIQUEIRA e
col., 2005).

O Mercurio € encontrado de maneira natural no ecossistema, porém, em
determinadas regides é possivel encontra-lo por causa das acbes
antropogénica, ou seja, resultados devidos a utilizacdo e descarte inadequado
do material (NRIAGU, 1989; SCHROEDER e col.,1998; HSU-KIM e col., 2013).

Como ja mencionado anteriormente, Hg pode facilmente se espalhar pelo
meio ambiente por meios complexos de transporte e transformacdo. Na
natureza, é possivel encontra-lo de duas maneiras: inorganica e orgéanica
(WASSERMAN e col., 2001). Na forma inorganica, o mercurio apresenta trés
estados de oxidacdo diferentes entre si, possuindo também caracteristicas
toxicologicas distintas: mercurio metalico ou elementar (Hg0), ion mercuroso
(Hg2?*) e ion mercurico (Hg?*); que tem a capacidade de se ligar a compostos,
como cloro (Cl), enxofre (S) e oxigénio (O), originando sais de mercurio, como o
HgCl2 (HgCl2), que tem capacidade toxica semelhante para os seres vivos. Ja as
formas organicas do Hg sao conhecidas, como etilmercurio (Cz2HsHg"),
metilmercuario (MeHg) e dimetilmercurio ([CHs]2Hg) e séo caracterizadas por sua
maior solubilidade e toxicidade para os seres vivos (MOREL e col., 1998; WHO,
2003; ZAMBRANO e col., 2004).

Apenas 10% das 5500-8900 toneladas totais que sé&o emitidas por ano
provém de fontes naturais, como atividade vulcanica, atividade geotérmica ou
composicéo de rochas (UNEP, 2013; MATOS et al., 2011). De maneira geral, as
atividades antropogénicas tém aumentado e sdo responsaveis por 30% das
emissbes desse metal no meio ambiente, de acordo com o Programa das
Nacoes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA, 2013).

De acordo com Martiniano et al. (2008), o garimpo é a fonte principal de
poluicdo por esse metal, entretanto, outros estudos associam essa intoxicacao
ao Mercurio a locais sem influéncia direta do garimpo, mas aos processos de
erosdo e lixiviacdo das particulas que o contém, tais processos ocorrem
favorecidos pelo desmatamento e promovem a exposicao do solo (BARBIERI e
GARDON, 2009).

Estudos realizados especialmente entre 1980 e 1990, revelaram uma grande
contaminacdo por esse metal nos afluentes Amazodnicos, areas proximas a
garimpos, e levantaram questdes relacionados aos mecanismos de disperséo,
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vias de emissao e aos efeitos deletérios a saude de populacdes expostas ou
nao.

Estudos toxicologicos apontam que existe uma via de contaminacao
particular para cada forma mercurial existente. Por exemplo, a contaminacao por
Cloreto de Mercurio, HgCl2, ocorre, na prevaléncia dos casos, por meio da
exposicdo a produtos industriais, acidentes com lampadas fluorescentes,
utilizacdo de cosmeéticos e medicamentos que possuem o metal em sua
composi¢do, assim como através da ingestdo de alimentos cultivados em areas
contaminadas (DYALL-SMITH e SCURRY, 1990; WELDON, 2000; MICARONI e
col., 2000). J4 a contaminacao por Metil Mercurio, MeHg, ocorre essencialmente
por meio da ingesta de peixes contaminados. Essa forma de contaminacéo €
grandemente influenciada pelo ciclo biogeoquimico do mercuario (BRADL e col.,
2002; LINDBERG e col., 2007).

Os alvos principais de toxicidade a esse metal sédo o sistema nervoso, 0s rins
e o sistema cardiovascular, porém, outros sistemas também podem ser afetados,
como respiratério, gastrointestinal, hematoldgico, imunolégico e reprodutivo
(UNEP, 2010).

O SNC é um dos primeiros e 0 mais sensivel sistema alvo deste metal,
apresentando diversos distarbios neurol6gicos como prejuizos visuais, ataxia,
parestesia, neurastenia, perda de audicdo, neurodegeneracdo entre outros.
Todas essas alteracdes neurolégicas podem ser associadas a fatores
bioquimicos, celulares e a danos histologicos em vérias areas do SNC, como
cerebelo, hipocampo, amigdala, hipotalamo, cértex pré-frontal, tAlamo, cortex
visual e auditivo (CRESPO- LOPEZ et al., 2015; PUTY et al., 2014).

1.2. Estresse Oxidativo

Existem diversas vias de danos que sdo desencadeadas com a exposi¢ao ao
Mercurio, vias essas muito bem exemplificadas por Crespo-Lopez et al., (2009).
Um dos primeiros mecanismos descritos para explicar possiveis alteracdes
organicas e genotoxicas foi o Estresse Oxidativo, mecanismo desencadeado
por meio da agao dos radicais livres gerados pelo metal.

Os radicais livres sdo espécies altamente reativas instaveis e circulantes no
organismo, que tem importancia ha manutencdo do equilibrio celular, mas que
sdo capazes de causar dano ao DNA quando estdo em grande quantidade
descompensando assim o sistema. As espécies reativas de oxigénio também
séo responsaveis por dar inicio a reagdes cataliticas onde proteinas, lipideos, e
hidratos de carbono sao transformados em radicais livres, culminando assim em
um efeito em cadeia. As espécies reativas de oxigénio (ROS) sao o tipo de
radicais livres que mais aparecem relacionados em processos patogénicos. As
ROS podem levar a processos carcinogénicos pois promovem proliferacao,
invasividade, angiogénese, metastase e apoptose celular (HALLIWEL B., 2007).
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Espécies reativas formadas por meio do estresse oxidativo tem alto poder de
reacdo com diversas macromoléculas celulares que sdo capazes de causar
danos em niveis metabdlicos, protedbmicos e transcriptébmicos (LIMA et al., 2018;
REICHMANN, VOTH et al. 2018). Portanto, podemos citar o Estresse Oxidativo
como um dos principais danos causados pela neurotoxicidade ao Mercurio, que
€ capaz de inibir e/ou alterar parametros antioxidantes como glutationa redutase,
glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase, além de ser capaz de
alterar niveis de peroxidacédo lipidica, a exemplo do malondialdeido (MDA),
nitritos nas regiées hipocampais e em tecido hematopoiético (RIZZETTI,
FERNANDEZ ET AL. 2016; ARAGAO, TEIXEIRA et al. 2018).

Entretanto, os danos bioquimicos ndo sédo os unicos a serem desencadeados
pelo Mercurio. Estudos priméarios demonstraram que o mercurio é capaz de
modular a funcdo neuroquimica excitatoria, que € definida por um aumento
significativo de neurotransmissores glutamatérgicos na fenda sinaptica, em
areas relacionadas com a memoria e motricidade (TEIXEIRA, DE OLIVEIRA et
al. 2018).

1.3. Sistema Nervoso Central

A exposicdo ao mercurio € capaz de causar um desequilibrio na homeostase
sindptica, levando a um aumento da liberacdo de glutamato na fenda sinéptica
e, consequentemente, maior influxo de Ca*? pés-sinaptico, causando assim,
morte e disfuncdo de organelas citoplasmaticas.

Em estudos em que a administracdo escolhida foi a via oral do mercurio, a
justificativa se apresenta como a possibilidade de mimetizar a ingesta diaria
deste metal se fosse uma dieta por contaminacdo por 4gua ou alimentos
(HUANG et al., 2008; KONG, WONG e CHAN, 2013).

O mercurio € capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica, aumentando
assim a vulnerabilidade do sistema nervoso fetal aos efeitos toxicos a esse metal
(ARAGAO et al., 2018; ARRIFANO et al., 2018; CASTRO et al., 2018). Além
disso, 0 MeHg tende a se acumular em fetos devido a sua incapacidade de
secretar esse metal (RUELAS-INZUNZA et al., 2017).

Estudos apontam que as anormalidades neuropsicolégicas causadas pelo
Mercuario formam trés grandiosos grupos: anormalidades no sistema motor,
como tremor fino, danos intelectuais, como agravamento progressivo de
memoria, e por fim, dificuldades emocionais (REYNOLDS et al., 2013).

O déficit motor, quando ha exposicdo ao MeHg, mostrado na literatura néo é
referente a alteracdo morfoldgica muscular e sim como uma espécie de sequela
clinica dos danos neuronais sofridos por tal exposicdo (DEBES et al. 2006).
Esses efeitos ocorrem de maneira dose dependente, ou seja, quanto maior a
dose e/ou periodo dessa exposi¢cdo, maior o prejuizo, ocasionando uma reducao
na velocidade motora, atencdo e da linguagem, todos efeitos da exposicéo e
consumo ao MeHg.
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Estudo realizado em 2013 (KONG e col., 2013) descreveu um modelo de
exposicdo em que oS animais eram expostos ao metilmercario, em uma dose
diaria de 0,04 mg/kg/dia. Através deste estudo, é possivel ressaltar a capacidade
de promover alteracfes bioquimicas e moleculares nas regifes cerebrais,
incluindo coértex por meio dessa exposicéo pelo periodo de 60 dias em ratos,
fazendo uma associacao da ingesta de baixas doses diarias de mercurio, por
meio de frutos do mar, com alteracdes de ordem neurodegenerativa.

Baseado no protocolo estabelecido por Kong et al. (2013) e adaptado por
Bittencourt et al. (2017), , 0 nosso estudo adotou a dose de 0,04 mg/kg durante
60 dias onde ambos os estudos apontam que nesta dose o MeHg € capaz de
promover a distribuicdo sistémica e assim desencadear alteracdes bioquimicas
além de promover alterac6es moleculares hipocampais.

Em estudos em que a administracdo escolhida foi a via oral do mercurio, a
justificativa se apresenta como a possibilidade de mimetizar a ingesta diaria
deste metal semelhantea uma contaminagcédo através da ingesta de agua ou
alimentos (HUANG et al., 2008; KONG, WONG e CHAN, 2013).

Diversos modelos experimentais ja foram utilizados com objetivo de investigar
os efeitos citotoxicos deste metal (MYERS et al., 2009). Até em concentracdes
bem baixas, doses bem menores quando comparadas a dose segura descrita
pela literatura, o MeHg é capaz de ser nocivo e causar danos celulares no
desenvolvimento do SNC podendo até se tornar um problema irreversivel
(PATEL et al., 2013). A principal razéo para que esses efeitos graves estejam
relacionados é com a grande janela de susceptibilidade a agentes exdgenos
apresentada pelo SNC em desenvolvimento, uma vez que, inicialmente, o
sistema esta em desenvolvimento e ndo esta completamente protegido pela
barreira hemaencefalica (CARRATU et al., 2006).

Geralmente as estruturas utilizadas para estudos relacionados ao
desenvolvimento de neurotoxicidade s&o estruturasencefélicas, tais como
cerebelo, hipocampo e cérebro. Porém, o estudo com medula espinhal
apresenta-se como um modelo interessante para estudos de toxicidade no
desenvolvimento neurolégico pois sua organizacdo estrutural € menos
complexa, apresentando menos camadas de tecido, permitindo assim a
observacéo dos efeitos neurotoxicos em células com diferentes estagios de
maturacao e diferenciacdo (HUYCK et al., 2015; BISEN-HERSH et al., 2014;
FERREIRA et al., 2015).

1.4. Medula Espinhal

Levando em consideracdo que o SNC é um dos principais alvos toxicos do
MeHg e o objeto de estudo deste trabalho é a medula espinhal, estrutura
anatbmica pertencente a este sistema, € necessario entender melhor sua
anatomia. A medula espinhal esta localizada no canal vertebral e possui aspecto
cilindrico alongado. Ela se estende desde a primeira vértebra cervical até a

7z

segunda lombar, no seu fim apresenta uma cauda que é composta pelas
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meninges, membranas fibrosas, e raizes dos Ultimos nervos espinhais. Sua
extremidade superior tem conectividade com o bulbo encefélico, proximo a altura
do foramen magno do o0sso occipital do cranio. A medula ainda possui
intumescéncias, a cervical onde encontram-se as conexdes nervosas com 0S
plexos braquial, e a lombo-sacral, inervando assim os membros superiores e
inferiores. Cada um de seus segmentos origina dois nervos espinhais que sao
formados por raizes dorsais sensitivas que sao condutores de impulsos nervosos
aferentesede raizes ventrais motoras que séo condutoras de impulsos nervosos
eferentes. Partem da medula cerca de 31 pares de nervos que se ramificam,
sendo eles: oito cervicais, doze toracicos, cinco lombares, cinco sacrais e um
coccigeno. Através dessas ramificacdes, a medula é capaz de se conectar com
0 corpo e receber dele diversos impulsos, enviando cada um para o cérebro,
recebendo-as de volta e transmitindo as respostas para todo o organismo
(AMATO et al., 2015)

A medula espinhal € uma estrutura que faz parte do SNC trazendo e levando
informacdes para o restante do corpo. Apesar da sua grande importancia,
poucos sao os relatos envolvendo esta estrutura anatébmica, em contra partida
existem diversos trabalhos na literatura que elucidam o0s mecanismos
desencadeados pela intoxicacdo mercurial no SNC em estruturas como cortex
motor e hipocampo.

Santana et al. (2019) avaliou o cortex motor em ratos adultos expostos ao
MeHg por longos periodos em concentracdo equivalente a encontrada em
populacdes que se alimentam do pescado exposto a este metal. Os parametros
utilizados avaliaram o total de Mercurio acumulado, estresse oxidativo, dano
tecidual além do comportamento funcional que envolvia a regido cortical. Os
resultados demonstraram que 0s animais expostos ao Mercurio apresentaram
grande acumulo de Hg no cértex motor, seguido de diminuicdo nos niveis de
nitrito e de peroxidacao lipidica, associado com o decréscimo da capacidade
antioxidante contra radicais peroxil, uma severa reducao neuronal e densidade
de astrocitos, comprometimento da coordenacgdo e aprendizagem motora. Dessa
maneira, esse estudo demonstrou que a exposicao por longos periodo em doses
baixas de Hg é capaz de promover danos ao cortex motor em animais adultos,
com mudancas no equilibrio da bioquimica oxidativa, neurodegeneracgéo, além
de comprometimento da fung&o motora.

Porém, é sabido que o cértex motor € apenas uma parte dessa via e que
danos a medula espinhal podem também estar associados ao dano motor ja
diagnosticado em outros trabalhos.

A literatura possui diversos trabalhos elucidando os mecanismos toxicos do
MeHg no SNC, porém, os trabalhos envolvendo medula espinhal sdo muito
escassos e nenhum aborda os danos causados pelo estresse oxidativo e
protedmico. Estudar a medula espinhal, principal via de comunicacdo entre o
cérebro e o organismo, € de suma importancia para compreender os danos no
SNC como um todo.
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Sendo assim, a hipétese a ser testada nesta investigacdo € que a exposicao
ao MeHg por longo prazo e em baixa dose é capaz de promover aumento nos
niveis de mercurio no parénquima neural da medula espinhal, desencadeando
estresse oxidativo, alteracdes protedmicas e morte neuronal, associadas a
alteracbes/danos/morte de populacdes de células gliais.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
e Caracterizar as possiveis alteracdes protedbmicas e bioquimicas na
medula espinhal de ratos adultos, mediante a exposi¢céo por longo tempo

e em baixa dose ao metilmercurio.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os niveis de mercurio na medula espinhal apés o periodo de
intoxicacao proposto;

e Descrever a modulacdo do perfil protebmico da medula espinhal apos
exposicao mercurial,

e Avaliar o balanc¢o bioquimico oxidativo na medula espinhal perante a dose

e tempo de exposicao mercurial proposto;



20

MEHG EXPOSURE CAUSES SPINAL CORD IMPAIRMENT: INSIGHTS FROM
PROTEOMICS AND OXIDATIVE STRESS

Luciana Guimaraes Eir6 1T, Maria Karolina Martins Ferreiral®, Leonardo Oliveira
Bittencourt!, Walessa Alana Braganca Aragdo!f, Michel Platini Caldas de
Souza?, Marcia Cristina Freitas da Silva?, Aline Dionizio?, Marilia Afonso Rabelo

Buzalaf*, Maria Elena Crespo-Lépez?, Rafael Rodrigues Lima *

T Estes autores contribuiram igualmente para este estudo.

1 Laboratory of Functional and Structural Biology, Institute of Biological Sciences,
Federal University of Para, Belém, Brazil.; labef.icb.ufpa@gmail.com

2 Section of Parasitology, Evandro Chagas Institute, Ananindeua, Brazil

3 Laboratory of Molecular Pharmacology, Federal University of Para, Belém-PA
66075-110, Brazil;

4 Department of Biological Sciences, Bauru Dental School, University of S&o

Paulo, Bauru, Sdo Paulo, Brazil

* Correspondence: Rafael Rodrigues Lima, PhD - rafalima@ufpa.br.
Laboratory of Functional and Structural Biology, Institute of Biological Sciences,
Federal University of Para, 01 Augusto Correa Street, Guama, 66075-900 Belem,
PA, Brazil.

Destaques:
e O MeHg se acumula na medula espinhal apos longas exposi¢fes em
baixas doses.

e A exposicao por longos periodos ao MeHg causa alterac&o na bioquimica
oxidativa.

e O perfil protedbmico € modulado com a exposi¢cdo ao MeHg.
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3.1. Introducao

O metilmercurio (MeHg) é um contaminante global determinado por sua
capacidade toxicologica em varios sistemas biologicos, pois tem a capacidade
de bioacumulacdo em organismos e de biomagnificacdo ao longo da cadeia
trofica [1]. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [2], 0 MeHg € um
dos elementos mais toxicos e, devido a ele, um problema de saude publica foi
configurado ja que € possivel encontrar muitas formas de contaminagao por este
metal. O MeHg é encontrado naturalmente no ecossistema, mas em certas
regibes, € possivel encontrd-lo também como resultado de acdes
antropogénicas [3-5]. A contaminacao pelo MeHg ocorre essencialmente através
da ingestdo de peixes contaminados, e esta forma de contaminacdo € muito
influenciada pelo ciclo biogeoquimico do metal [6, 7].

O principal alvo da toxicidade deste metal € o sistema nervoso central (SNC),
apresentando varios disturbios neuroldgicos, tais como deficiéncia visual, ataxia,
parestesia, neurastenia, perda auditiva, neurodegeneracédo, entre outros [8-10].
Isto pode estar associado a capacidade do MeHg de atravessar a barreira
hemato-encefalica e acumular-se em vérias areas do cérebro [11]. Numerosos
estudos mostram que areas do SNC sdo suscetiveis a danos desencadeados
por MeHg, como o cortex motor [12], cerebelo [13], hipocampo [14], mas muito
pouco se sabe sobre os efeitos na medula espinhal.

A medula espinhal, objeto desta pesquisa, € de grande importancia para o
SNC porque serve como ponte entre as informacdes coletadas através dos
nervos espinhais e tem numerosos grupos de fibras nervosas que se dirigem ou
partem do cérebro, chamadas vias ascendentes e descendentes da medula
espinhal, respectivamente. Estas vias, também denominadas tratos, sao
responsaveis pelo transporte de estimulos motores e sensoriais de e para a
periferia [15]. Além disso, possui circuitos neuronais que sao importantes na
propagacdo dos movimentos musculares, exercendo controle direto sobre os
musculos [16]. A obstrucdo ou dano a medula espinhal implica na perda da
descarga continua das fibras nervosas, da funcao e reflexos da medula espinhal,
causando assim o choque da medula espinhal [15].

Na literatura, apds exposicdo ao MeHg, os neurbnios presentes na medula
espinhal de ratos mostraram degeneracdo cerebral a partir do 11° dia, além

disso, as células granulares comecaram a apresentar sinais de degeneracao,
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com vacuolizagao citoplasmatica e perda da substancia Nissl, no 14° dia. Ja no
18° dia os grandes neurbnios motores estavam quase todos extintos, enquanto
os de tamanho pequeno/médio permaneceram intactos [17].

Uma revisao lista varios resultados de estudos que analisam os danos
causados pelo MeHg a medula espinhal [18], parestesias associadas a
degeneracdo dos neurénios, assim como mudancas na morfologia celular e
propriedades elétricas antes da apoptose. Além disso, a literatura também
mostra que os neurbnios motores da medula eram altamente suscetiveis a
exposicdo ao MeHg, culminando em aumentos significativos na excitabilidade
espontanea da rede e interrupcdo da funcdo normal. A hiperexcitabilidade
prolongada pode levar a eventual neurodegeneracdo e, portanto, a perda da
func@o motora, como observado na medula espinhal apés exposi¢do in vivo ao
MeHg e pode contribuir para a aceleragdo dos sintomas de doencas
neurodegenerativas induzidas pelo MeHg [19]. Apesar de sua importancia, nao
ha relatos sobre os efeitos moleculares e oxidativos associados ao MeHg na
medula espinhal.

Nos Ultimos anos, nosso grupo de pesquisa investigou os efeitos nocivos do
mercurio (Hg), sendo a escolha da dose baseada no protocolo de Kong [20] e
no protocolo adaptado por nosso grupo [21] que sugere que doses baixas
durante longos periodos de tempo podem alterar o sistema metabdlico, reduzir
0s niveis de piruvato, ATP e célcio total [20]. Através destes protocolos, Nn0sso
grupo encontrou mudancas nas regiées hipocampais [14] e no cértex motor [12].
Nossos dados mostraram que neste tempo e dose de exposicdo o MeHg pode
desencadear danos motores e cognitivos associados ao estresse oxidativo e a
modulacao do perfil protedbmico. Questiona-se, portanto, se a medula espinhal,
sob as mesmas condi¢cdes experimentais, também seria suscetivel ao dano
desencadeado pelo MeHg como outras regifes cerebrais.

Desta perspectiva, este estudo visa investigar os efeitos da exposicdo ao
MeHg sobre a medula espinhal de ratos adultos em um modelo de baixa dose e
longo prazo. Para examinar possiveis alteracées da medula espinhal em ratos,

usamos a analise da modulacao prote6mica e bioquimica oxidativa..

3.2. Material e método

3.2.1. Animais e desenho do estudo
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Vinte e oito ratos Wistar machos de 90 dias (120-150g) foram utilizados
neste estudo. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (4 animais cada
gaiola), em sala climatizada (25°C) em um ciclo luz/escuro 12:12h (luzes acesas
as 7:00h), e comida e &gua ad libitum. Todos os procedimentos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimenta¢do Animal da
Universidade Federal do Para (protocolo CEPAE-UFPA: 7037071217) e
seguindo o Guia NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: o grupo de
exposicao (EG) e o grupo de controle (CG) (Figura 1). O modelo de exposicao
foi estabelecido por Kong [20] e adaptado por nosso grupo [12, 14, 22].
Utilizamos cloreto de MeHg (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em 6leo de milho para
intoxicar os animais com uma dose diaria de 0,04 mg kg-1 de massa corporal via
gavagem intra-gastrica. O grupo controle recebeu agua destilada, por gavagem
intra-gastrica, durante 60 dias. Os animais eram pesados semanalmente para o
ajuste da dose.

Apoés o periodo experimental, 14 animais por grupo foram anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (9
mg/kg), sendo eutanaziados por deslocamento cervical. A laminectomia foi
realizada para remover a medula espinhal, que foi submetida a congelamento
imediato e armazenada em ultrafreezer até a analise. Os desenhos
metodolégicos foram resumidos na figura 1.

RatosWistar
A (90 daias de vida)
g N:28

TORS

Grupo Controle
Veiculo

Grupo MeHg
0.04 mg/kg
B Quantificacao de Hg (C  Bioquimica Oxidativa D Perfil Protedmico

+ ACAP =

= s P~

= | « TEAC
. +LPO 1

¢« NITRITO S

Figura 1. Descrigdo da amostra e passos experimentais. (A) Descrigdo da amostra,
definicdes de grupos experimentais e coleta de amostras; (B) Quantificacdo de Hg total; (C)
Analise de bioquimica oxidativa (ACAP, TEAC, GSH, LPO, e ions nitritos); (D) Andlise do perfil
proteémico.
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3.2.2. Quantificacdo de mercurio

O contetdo total de Hg nas amostras foi determinado por absorcéo
atdbmica a vapor frio, reducdo e espectrometria de digestdo (CVAAS) utilizando
um analisador semi-automatico de mercurio (modelo Hg-201, Sanso Seisakusho
Co. Ltd., Téquio, Japao). Este protocolo ja foi utilizado em estudos anteriores do
nosso grupo [12, 14, 22-24]. Os resultados da andlise da amostra foram
expressos em pg/g.

3.2.3. Bioquimica Oxidativa.

Para estas analises, as amostras foram descongeladas e ressuspendidas
em 20 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,4, a 4°C) para desintegracdo soOnica
(~1g/mL). A homogeneizagdo foi realizada com a ajuda de um banho de
geloabaixo dos microtubos, para evitar qualquer tipo de calor que possa afetar
os lipidios e proteinas da amostra. Todos os testes bioquimicos foram realizados
em triplicata e utilizaram o sobrenadante apds a centrifugacdo, com tempo e
rotacdo variaveis de acordo com 0s seguintes protocolos descritos.

3.2.3.1. Capacidade antioxidante contra os radicais peroxil (ACAP)

A avaliacdo da capacidade antioxidante contra os radicais peroxil é feita
através da determinacao de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e foi realizada
de acordo com os estudos [25, 26]. Para isto, a competéncia antioxidante total
contra os radicais peroxil foi analisada através da determinacdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) em amostras com concentracao proteica fixa (2,5
mg mL1) ao expor as amostras a um gerador de radicais peroxil. 31 Radicais
peroxil foram produzidos pela decomposicédo térmica (35 1C) de 2,20 -azobis (2-
metilpropionamidina) dihidrocloreto (ABAP; 4 mM; Sigma-Aldrich, EUA). Para
determinacdo de ROS, o composto 20, 70 -diclorofluoresceina diacetato
(H2DCF-DA, Invitrogent, EUA) foi utilizado com uma concentracédo final de 40
mM. As leituras foram medidas usando um leitor de microplaca fluorescente
(Victor X3, Perkin Elmer) a cada 5 minutos durante 1 hora. A producéo total de
fluorescéncia foi calculada pela integracdo das unidades de fluorescéncia (FU;
eixo y) ao longo do tempo da medicdo (eixo x), apos ajustar os dados FU para
uma funcéo polinomial de segunda ordem. Os resultados foram calculados como
a diferenca de area de FU x min na mesma amostra com e sem adi¢cdo de ABAP
e padronizados para a area ROS sem ABAP (area de fundo). Usando esta
metodologia, uma area relativa reduzida significa maior capacidade antioxidante,
pois baixos niveis de fluorescéncia obtidos ap6s a adicdo de ABAP, indicam alta
competéncia na neutralizagdo de radicais peroxil. Para uma leitura direta dos
resultados, o inverso da diferenca relativa entre a area ROS com e sem ABAP
foi considerado como uma medida da capacidade antioxidante. Os resultados
séo expressos como % do controle.
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3.2.3.2. Medicdo da Capacidade Antioxidante Equivalente de Trolox
(TEAC).

O método utilizado para analisar os niveis de TEAC é descrito por Ruffino
[27]. Este € um método ndo especifico para a determinacdo da atividade
antioxidante total dos fluidos corporais [28]. Para isto, 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline)- acido sulfénico 6 (ABTS; 7 mM) foi incubado pela adicéo
de persulfato de potéssio (2,45 mM) a temperatura ambiente durante 16 h para
produzir ABTS+ radical. A solucéo de trabalho foi preparada a partir do radical
ABTS+ em solucao salina basica de fosfato (PBS) (pH 7,2) até absor¢éo de 0,7
+ 0,02 a 734 nm. Posteriormente, 30 yL padrdes de plasma ou trolox (curva
padréo) foram adicionados a 2970 yL de solugdo ABTS, e a absorbancia foi
adquirida ap6s 5 minutos. As absorbancias foram medidas em triplicata e
calculadas seguindo uma curva padrdo com trolox [29] como padrdo. A
capacidade total de antioxidante no plasma foi expressa em pmol/mL.

3.2.3.3. Glutationa Redutase (GSH)

As medidas de nivel de GSH foram determinadas usando um método
Ellman modificado [30]. Primeiro, a medula espinhal foi homogeneizada em agua
fria destilada. Uma aliquota (20 uL) de homogeneizada foi adicionada em um
tubo contendo agua destilada (20 pL) e solugdo tampao PBS-EDTA pH 8,0 (3
mL) para realizar a primeira medigdo. Depois, 5,5-dithiobis (acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB; 0,47mmol) foi adicionado a solucao, e outra medi¢ao foi
realizada apos 3 minutos. A concentragéo de GSH foi expressa como ug/mL.

3.2.3.4. Peroxidacao Lipidica (LPO)

A andlise de peroxidagéo lipidica (LPO) foi realizada de acordo com Souza
Monteiro [31] [Kit Bioxytech LPO-568 (Cayman Chemical)]. Em resumo, as
cordas espinhais homogeneizadas foram centrifugadas a 5.600 rpm, apds o que
o sobrenadante foi coletado para a determinagcdo dos niveis de LPO. Para a
analise, uma solucdo contendo acido metanossulfénico e N-metilfenil indole
(10,3 mM em acetonitrila) diluido em metanol (1:3) foi adicionado ao
sobrenadante e incubado por 40 min a 45 1C. A absorvancia foi medida a 570
nm e comparada as concentracdes padrao de malondialdeido.35 Os resultados
da absorvancia foram convertidos para as respectivas concentracdes e
corrigidos ap0s a mensuracao da proteina pelo método de Bradford [32]. Os
resultados sé&o expressos em nM/ug como % do controle.

3.2.3.5. Nitrito

O nitrito determinante estava de acordo com o protocolo [33]. As amostras
foram homogeneizadas a 14.000 rpm. O sobrenadante foi coletado para a
determinacao dos niveis de nitritos. O teste para determinar o nivel de nitrito foi
realizado pelo método Griess, que consiste na reacdo do reagente Griess (0,1%
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de naftilenodiamina e 1% de sulfanilamida em &cido fosforico a 5%, 1: 1, v / V)
com 50 mL do sobrenadante de cada amostra ou 50 mL de solucdo padréo de
nitrito de sodio. Os resultados séo expressos uM/ug como % do controle.

3.2.4. Analise protebmica

Esta analise foi realizada conforme descrito em protocolos anteriores de
nosso grupo [14, 34, 35]. A andlise protedmica foi realizada por homogeneizacao
de amostras, extracdo de proteinas, reducdo, alquilacdo, digestao,
dessalinizacéo e purificacdo. Para esta analise, foram necessarias 03 amostras
de cada grupo, que foram agrupadas, e as andlises foram realizadas em
triplicata. As amostras foram criofraturadas em nitrogénio liquido por um moinho
criogénico e com posterior extracao de proteinas sollveis com tampéao de lise [7
M uréia, 2 M tiouréia, diluida em AMBIC: BioRad, EUA] sob agitacao constante
a 4 °C. Depois disso, as amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a 14
000 rpm a 4 °C para quantificacdo total de proteinas no sobrenadante pelo
método de Bradford [32]. Para isto, 50 mg de proteina foram preenchidos com
AMBIC (50 mM) até 50 mL (1 mg mL -1). Para cada amostra, 10 mL de 50 mM
AMBIC e 25 mL de 0,2% de RapiGEST TM (Waters Co., Manchester, UK) foram
adicionados e incubados a 37 °C durante 30 min. Em seguida, 2,5 mL de 100
mM TDT foram adicionados e incubados a 37 °C durante 60 min, seguidos da
adicdo consecutiva de 2,5 mL de 300 mM IAA (BioRad, EUA) e incubacédo
durante 30 min a temperatura ambiente (no escuro). Na etapa seguinte, 10 mL
de tripsina (Thermo Fischer, EUA) foram adicionados e a digestdao ocorreu
durante 14 horas a 37 °C, com adicdo subsequente de 10 mL de acido
trifluoroacético a 5% (Sigma-Aldrich, EUA) durante 90 min a 37 °C e
centrifugacéo posterior a 14 000 rpm a 6 °C durante 30 min. Posteriormente, 0s
sobrenadantes foram coletados e purificados usando colunas de centrifugacéo
C18 (Pierce, EUA). As amostras foram ressuspendidas em 12 mL de ADH (1
pmol mL -1) + 108 mL de 3% de acetonitrila (Sigma-Aldrich, EUA) e 0,1% de
acido formico (Thermo Fischer, EUA).

A leitura e identificacdo dos peptideos foram realizadas em um sistema
UPLC-Xevo QTof MS (Waters, Mancester, UK), utilizando o Protein Lynx Global
Server (PLGS), como descrito anteriormente [14, 34, 36]. A identificacdo da
Proteina foi realizada através do download do banco de dados Uniprot. Em
seguida, andlises bioinforméticas foram realizadas utilizando Cytoscape (v.
3.6.1, Java®) com o ClueGO Plugin para a determinagcdo de grupos de
processos bioldgicos baseados nas Ontologias Genéticas (GO) [37]. Apos estas
etapas, foram identificadas as proteinas que foram consideradas unicas, down?
reguladas e up reguladas em ambos o0s grupos.

3.2.4.1. Analise de sobrerrepresentacdo (ORA)

Para a andlise ORA, foram utilizadas proteinas com diferenca de
expressao e unicas, e os dados referentes a proporcéo da analise anterior foram
processados e os valores de corte foram aplicados para triagem de proteinas
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com valor de expressdo em 50% acima ou abaixo na condicdo exposta em
comparacdo com o controle. A andlise foi realizada considerando apenas
proteinas com valores de log2ratio < -0,58 ou = 0,58. Usando a ferramenta de
conversdo UNIPROT (https://www.uniprot.org/uploadlists/), os coédigos das
proteinas foram convertidos no registro entre os IDs dos genes. Para proteinas
com mudancas absolutas, foram atribuidos valores -1 (para proteinas detectadas
somente no controle) e 1 (para proteinas detectadas somente na amostra
exposta). Para a andlise ORA, foi utilizado o programa de estudio R [38] EGSEA
plugin [39]. Nesta etapa, foi consultado o banco de dados UNIPROT, para a
identificacdo das proteinas e dos processos biolégicos dos quais participam,
disponibilizado pela Bader Lab e apds esta verificagdo utilizamos o software
Cytoscape [40] com o plugin do Enrichment Lab para agrupar os conjuntos de
proteinas consultados anteriormente e, em seguida, 0S principais processos
biol6gicos foram selecionados para analise gréfica.

Posteriormente, foi realizada uma analise de interacdo proteina-proteina
(PPI)  (https://www.networkanalyst.ca/) [41] para construir a imagem
representativa, de acordo com o numero de interacdes das proteinas com as
outras proteinas encontradas alteradas, resultando em 60 proteinas. A imagem
foi gerada pelo programa de estadio R com o plugin GOplot.

3.3. Anadlise estatistica

Todos os resultados foram tabulados apods a coleta de dados e analisados
pelo software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, EUA). Para
verificar a normalidade, foi utilizado o método Shapiro-Wilk. A avaliagdo da
massa corporal dos animais foi analisada estatisticamente usando ANOVA
bidirecional com o teste post-hoc de Tukey. Os outros resultados foram
analisados através do teste t de Student. Os resultados foram expressos em
média * erro padrdo da média (SEM) e os valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

As andlises estatisticas de protebmica foram realizadas pelo software
PLGS, aplicando o algoritmo Monte-Carlo, para obter a diferenca de expressao
de proteinas entre os grupos, considerando p < 0,05 para as proteinas
desreguladas e 1 - p > 0,95 para as proteinas up-regulated.

3.4. Resultados
3.4.1. A exposicéo prolongada do MeHg néo afetou o peso corporal
de ratos adultos.

Os animais de ambos os grupos ganharam peso (p <0,0001). Entretanto,
ao final do periodo de exposicdo de 60 dias, ndo houve diferenca significativa no
peso corporal na comparagao dos grupos de controle e expostos (p>0,05).
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Fig. 2 Efeitos da exposicdo MeHg (0,04 mg/kg/dia) durante 60 dias sobre o peso
corporal (g) de rato. Os resultados sdo expressos como média + SEM. ANOVA bidirecional e o
teste pds-hoc de Tukey (p < 0,05).

3.4.2. A exposicdo MeHg aumentou a biodisponibilidade do Hg total no
parénquima espinhal da medula espinhal de ratos adultos.

Os niveis totais de Hg na medula espinhal de ratos adultos foram
significativamente mais altos apos exposi¢ao prolongada ao MeHg a 0,04 mg kg-
1 de massa corporal. Os niveis de Hg no grupo exposto foram de 0,02 + 0,002
Mg / g-1 quando comparados com o grupo controle (p <0,0001) que apresentou
niveis de Hg abaixo do limite de deteccéo (Fig. 3).
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Fig. 3 Niveis totais de Hg na medula espinhal ap6s exposi¢do a MeHg (0,04 mg/kg/dia) por 60
dias. Os resultados sdo expressos como erro padrdo médio. Os dados foram analisados
utilizando o teste t Student. * p <0.05.
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3.4.3. O MeHg modulou o equilibrio redox da medula espinhal de ratos

expostos.

Como mostrado na figura 4, as andlises bioquimicas mostraram que o
MeHg foi capaz de reduzir a capacidade antioxidante da medula espinhal
reduzindo significativamente os niveis de TEAC em 18,15% (+£3,65%), o
conteudo de GSH em 28,59% (+3,68%) e ACAP em 38,12% (+8,67%) em
comparacao com o grupo de controle (p<0,05). Além disso, os parametros pro-
oxidantes também foram afetados pela exposicdo prolongada MeHg, pelo
aumento dos niveis de nitritos em 57% (+ 13,31%) (p= 0,02) e os niveis de MDA
em 97% (£ 24,8%) (p =0,008). A fim de confirmar que houve estresse oxidativo,
a relagcédo entre TEAC/MDA foi avaliada e mostrou uma redugéo significativa no
grupo exposto (37,96 + 5,83%), quando comparado ao grupo controle (100 +
17,83%; p= 0,0079).
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Fig.4 Avaliagdo da bioquimica oxidativa na medula espinhal de ratos expostos ao MeHg
durante 60 dias. Os graficos mostram os resultados como uma porcentagem do controle: (A)
TEAC, (B) GSH, (C) ACAP, (D) Nitrito, (E) MDA, e (F) razdo TEAC / MDA. Os resultados séo
expressos como média + SEM. Teste t Student, * p <0,05.
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3.4.4. A exposicdo ao MeHg durante 60 dias promoveu mudancas no
perfil protedmico da medula espinhal de ratos adultos.

A exposicao de longo prazo ao MeHg modulou o perfil protedmico dos
animais expostos ao metal. A analise do perfil protedmico da medula espinhal
revelou um total de 229 proteinas com status de regulacéo diferentes (Tabela 1).
Destas, 80 proteinas foram exclusivas no grupo exposto e apenas 1 Unica para
0 grupo de controle. Ao analisarmos as proteinas com diferenca de expressao,
obtivemos um total de 131 proteinas expressas de forma diferente entre os
grupos, com 130 sendo super-regulada e apenas 1 sub-regulada. A tabela
completa de proteinas esta disponivel em material suplementar (Tabela S1).
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Tabela 1. Proteinas identificadas com expressao significativamente alterada na medula espinhal de ratos do grupo controle versos expostos
ao metilmercurio (MeHg)

2odlgo dea Descricao da Proteina Score Fold Change
cesso Id MeHg
P15999 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 1429 1,3
P10719 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 3222 1,35
PODMWO Heat shock 70 kDa protein 1A 27 2,05
PODMW1 Heat shock 70 kDa protein 1B 27 2,18
P82995 Heat shock protein HSP 90-alpha 90 2,69
P34058 Heat shock protein HSP 90-beta 48 2,86
Q63716 Peroxiredoxin-1 177 1,36
P35704 Peroxiredoxin-2 452 1,34
Q9R063 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial 445 1,65
P16638 ATP-citrate synthase 29 +
P10888 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_ mitochondrial 64 +
P08461 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransfera_lse component of pyruvate dehydrogenase complex_ 49
mitochondrial +
P07895 Superoxide dismutase [Mn]_ mitochondrial 114 +

+ 216 proteinas com status de regulacdo diferente

aAccession ID de acordo com o banco de dados Uniport.org. Valores positivos e negativos de mudanca de dobra indicam proteinas
reguladas para cima e para baixo, respectivamente. Os sinais de + indicam expressao exclusiva no MeHg. Resultados da
comparacao entre o grupo MeHg e o grupo controle.
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As analises bioinformaticas dos processos biolégicos por Gene
Ontologies (GO) mostraram um total de 25 processos alterados na medula
espinhal pelo MeHg. Os principais processos biolégicos prejudicados pela
exposicdo ao MeHg foram: respostas a substancias inorganicas (9,2%), geragao
de metabdlitos precursores e energia (8,9%), processo metabdlico de fosfato de
ribose (8,9%), processo metabdlico de ribonucleotideos puros (8,2%), processo
metabdlico de piruvato (4,9%) e constituinte estrutural do citoesqueleto (4,2%)
(Figura 5).
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Fig. 5 Distribuicdo funcional das proteinas identificadas com express&o diferencial na medula espinhal de ratos expostos ao MeHg vs grupo de
controle. Categorias de proteinas baseadas na anotacéo da Ontologia Genética do processo bioldgico. Termos significativos (Kappa Score = 0,4) e distribuicao
de acordo com a porcentagem do nimero de genes. O nimero de acesso as proteinas foi fornecido pela UNIPROT. A ontologia génica foi avaliada de acordo
com o plugin ClueGo® do software Cytoscape® 3.7.1.
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Além disso, as andlises dos componentes celulares revelaram 22
componentes envolvidos. Os 5 principais envolvidos foram fibra supramolecular
(20,1%), parte axonal (12,3%), jangada de membrana (12,3%), matriz
mitocondrial (9,1%) e bainha de mielina (6,8%) (Figura 6).
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Fig. 6 Distribuigdo funcional das proteinas identificadas com expressdo diferencial na medula espinhal de ratos expostos ao MeHg vs grupo de
controle. Categorias de proteinas baseadas na anotacdo da Ontologia Genética de componentes celulares. Termos significativos (Kappa Score = 0,4) e
distribuicdo de acordo com a porcentagem do nimero de genes. O nimero de acesso as proteinas foi fornecido pela UNIPROT. A ontologia génica foi avaliada

de acordo com o plugin ClueGo® do software Cytoscape® 3.7.1.
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As andlises das funcdes moleculares pelas Ontologias Genéticas
mostraram 24 funcbes alteradas na medula espinhal apds a exposicao
prolongada ao MeHg, nas quais as principais foram a ligacéo do ribonucle6sido
purinico (22,1%), ligacdo da proteina ligase ubiquitina (10. 7%), atividade do
transportador de cation transmembrana ATPase-acoplado (9,4%), atividade do
transportador de prétons transmembrana (7,4%), ligacdo de NAD (6,7%), além
da ligacéo do receptor de dopamina (3,4%) e atividade de superéxido dismutase
(2,0%) (Figura 7).
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Fig.7 Distribuic&o funcional das proteinas identificadas com expresséo diferencial na medula espinhal de ratos expostos ao MeHg vs grupo
de controle. Categorias de proteinas baseadas na anotacgéo da funcéo molecular da Ontologia Genética. Termos significativos (Kappa Score = 0,4) e distribuicao
de acordo com a porcentagem do nimero de genes. O nimero de acesso as proteinas foi fornecido pela UNIPROT. A ontologia génica foi avaliada de acordo
com o plugin ClueGo® do software Cytoscape® 3.7.1
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A analise ORA permitiu a observancia de alguns processos alterados
devido a exposicdo ao MeHg. No total de 62 proteinas foram encontradas como
responsivas a apoptose (30 proteinas), atividade mitocondrial (15 proteinas),
citoesqueleto (22 proteinas) e resposta ao estresse (41 proteinas). Dessas 62
proteinas, 16 foram subexpressas e 46 foram superexpressas no grupo exposto
guando comparadas ao grupo controle (Figura 8).

Ao analisar o proteoma gerado, notamos mudancas em algumas
proteinas essenciais ao desempenho orgéanico do sistema, tais como Citocromo
C (P20788), Superoxido dismutase (P07895), Heatshock HSP 70 1A
(PODMWO), Heatshock 70 (P55063), HSP 90 alfa (P82995), entre outras. Os
processos analisados foram atividade mitocondrial, resposta ao estresse,
citoesqueleto e apoptose.
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Fig. 8 Grafico circular da interag&o proteina-proteina (PPI) na medula espinhal de ratos expostos ao MeHg vs grupo controle nas categorias apoptose
(verde claro), atividade mitocondrial (bege), citoesqueleto (azul escuro) e resposta ao estresse (amarelo claro). As proteinas de escala azul sédo descomprimidas
e vermelhas super-expressas no grupo exposto quando comparadas ao grupo de controle.
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3.5. Discussao

De acordo com a literatura, este € o primeiro estudo que investiga o perfil
protedémico da medula espinhal de ratos expostos a baixas doses de MeHg em
um modelo de longo prazo associado a modulagcdo da bioquimica oxidativa. A
triagem profunda do estado redox da medula espinhal mostrou que a baixa dose
de MeHg e a exposicao a longo prazo podem desencadear estresse oxidativo,
aumentando os fatores pro-oxidantes e diminuindo a capacidade antioxidante,
possivelmente associada com a modulagdo do proteoma. Esta investigacao
protedmica sem precedentes revelou alteracdo? de proteinas associadas ao
metabolismo de energia, fun¢cdes neurais, sinalizacédo celular, morte celular e
outras. Aléem disso, a andlise bioinformatica traz para a literatura, potenciais
biomarcadores preditivos de danos morfolégicos, atividade mitocondrial,
resposta ao estresse e apoptose desencadeados pelo MeHg.

O protocolo de exposi¢cédo proposto neste estudo, previamente estabelecido
por Kong [20] e adaptado por nosso grupo de estudo [12, 14, 21, 24], demonstrou
ser capaz de desencadear danos sistémicos em ratos adultos, especialmente
em regifes do SNC como cértex motor e hipocampo. Embora o consideremos
como dose baixa, ja demonstramos os efeitos prejudiciais desencadeados pela
distribuicdo sistémica e pelos niveis locais de Hg total. Esta baixa dose imita o
consumo humano em areas endémicas de contaminagdo mercurial,
especialmente quando consideramos a principal via de exposicdo: a dieta
humana.

Sabe-se que a dieta baseada em peixe é uma importante fonte de intoxicacéo
MeHg em areas contaminadas. Desta forma, um estudo anterior [42] mostrou
gue a carne de peixe comercial em uma regido endémica da AmazoOnia poderia
apresentar uma concentracao média de MeHg de 3,2ug/g e, do total de mercurio,
até 93% correspondiam ao MeHg em algumas espécies. Entédo, considerando
gue os peixes e frutos do mar podem representar a principal dieta desses
ribeirinhos e pessoas urbanas, reflete uma séria preocupacdo com a saude
publica devido ao consumo diario. Desta forma, uma abordagem destinada a
investigar, numa perspectiva translacional, os possiveis efeitos sobre o SNC é
necessaria. Aqui, apontamos que aproximadamente 0,02ug/g de Hg estava
presente no parénquima espinhal da medula espinhal de ratos adultos apos 60
dias de exposicdo. Entdo, nossos resultados mostram que o modelo de
exposicdo foi capaz de entregar Hg através da barreira cerebral do sangue e
aumenta seus niveis, o que também foi observado no hipocampo e no cortex
motor [12, 14, 24].

Muitas pesquisas que tratam do tema da neurotoxicidade geralmente usam
componentes do SNC, como o cerebelo e o hipocampo, elucidando assim varios
mecanismos de aprendizagem e memoria, além das funcdes motoras que
podem ser alteradas devido a exposicdo ao MeHg [9, 11]. Surpreendentemente,
mesmo diante de varios estudos que investigam o sistema nervoso central,
pouco se sabe acerca dos efeitos sobre a medula espinhal. Os poucos estudos
existentes revelaram alteragBes morfolégicas, apresentando mitocondrias com
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ruptura, inchaco ou vacuolizacdo, provando que essas organelas podem ser
alvos da toxicidade deste metal, pois a acdo oxidativa causada pela toxicidade
deste metal causa danos a estrutura destas mitocéndrias e compromete a fungéo
essencial das proteinas, assim como o aumento das ROS [37]. A literatura
descreve que a exposicdo altera o desenvolvimento da medula espinhal ao
perturbar a proliferacdo celular e ocasionar a morte, interferindo também na
diferenciacdo neuronal precoce [38], causando uma diminui¢do nos corpusculos
de Nissl [17], substancia presente nas células do tecido nervoso, culminando na
parestesia associada a degeneracao neuronal [18].

O SNC requer uma enorme demanda de oxigénio para desempenhar todas
as funcdes celulares e para suprir o alto metabolismo [43]. Desta forma, as
estruturas do SNC sdo suscetiveis a superproducdo de radicais livres, dai o
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) [44, 45] capazes de desencadear o0 estresse oxidativo. Este
evento celular é devido ao aumento de agentes pro-oxidantes em detrimento da
capacidade antioxidante, jogado por fatores enziméaticos e ndo enziméaticos [46].
Em nosso estudo, realizamos uma abordagem bioquimica oxidativa profunda
com o objetivo de triagem do equilibrio redox da medula espinhal apés a
exposicao ao MeHg.

Com o aumento do nivel de Hg no tecido da medula espinhal, houve uma
modulacdo do equilibrio redox, tendo como produto ROS e causando estresse
oxidativo. Podemos destacar a reducdo dos parametros antioxidantes como
TEAC, GSH e ACAP.

O TEAC é baseado na inibicdo antioxidante do cation radical 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal diaménio) (C18H24N606 S4, M.M. 548,7
g/mol, ABTS+) e é a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox, ou seja,
fornece uma estimativa da quantidade de moléculas radicais consumidas pelo
antioxidante. GSH é uma das enzimas antioxidantes endégenas do organismo e
sua principal funcéo é defendé-lo do estresse oxidativo [47]. Ele atua nha remocé&o
de ROS/RNS de duas formas, doando os radicais do grupo thiol ou hidrogénio
através de elétrons aos radicais livres, conduzindo assim o processo de
reparacdo oxidativa ou pela reacdo do thiolato com eletrofilos, levando a
reciclagem de outros antioxidantes. O GSH é sintetizado no citoplasma e através
dos poros extracelulares é transportado para as mitocdndrias (Mari et al. 2009).
A capacidade antioxidante contra os radicais peroxil (ACAP) foi reduzida no
grupo exposto. Este parametro € importante para a manutencdo da homeostase,
e uma reducdo estad intimamente relacionada ao estresse oxidativo e ao
funcionamento inadequado das enzimas e das vias metabdlicas [22].

Além do aumento dos niveis de nitrito e LPO, houve também uma reducao
na relagdo TEAC/MDA, confirmando que a exposicdo ao MeHg desencadeou
estresse oxidativo na medula espinhal. Estudos anteriores de nosso grupo
demonstraram que os principais danos sdo causados por altos niveis de LPO,
um mecanismo que ocorre pela oxidacdo das membranas celulares, causando
0 aparecimento de marcadores caracteristicos do estresse oxidativo [48]. Como
dito anteriormente, 0 sangue nao € a Unica forma de transportar o Hg para o
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SNC, por isso acredita-se que os altos niveis ocorrem através da soma do Hg
proveniente da corrente sanguinea e do Hg proveniente dos terminais axonais
[49, 50], embora a medula espinhal ndo seja um érgao muito vascularizado, o
gue indica claramente os efeitos toxicos que este metal pode causar uma vez
gue atinge o SNC.

As ROS parecem estar relacionadas a oxidacdo do DNA que leva a morte
celular ou leséo tecidual no SNC e periférico [51, 52]. Assim, 0 estresse oxidativo
causado pela exposicdo ao MeHg provavelmente age sobre as vias classicas
gue provocam a apoptose através de uma cadeia oxidativa mitocondrial [53],
resultante de um aumento do influxo intracelular de Ca?* [54] ou da ativacéo de
varias vias de morte celular [55]. Portanto, as hipoteses de toxicidade do MeHg
sdo baseadas na ruptura da cadeia respiratéria mitocondrial, causando um
aumento nos niveis de peroxido seguido por alteracdes no processo de
proliferacéo celular e morte celular programada [56].

Entretanto, devemos também levar em conta o altissimo nivel de lipidios
presentes na composicado da bainha da mielina, de modo que esta regido seria
0 primeiro contato com o metal que atravessaria facilmente a barreira
hematoencefalica, podendo até agravar os danos que estdo relacionados a
conducéao dos estimulos nervosos e da comunicacdo neuronal [16]. Um aumento
nos niveis de nitritos também foi observado em nosso estudo. Sabemos que o
nitrito € um subproduto do metabolismo do Oxido nitrico e que esta molécula
participa de varios processos fisioldgicos normais, tais como nocicepcao,
neurotransmissdo em condi¢ées normais [57]. Outro parametro alterado foram
os niveis de MDA, que também é conhecido como uma indicacdo de LPO, e que
foram elevados no grupo exposto. Vale mencionar que a medula espinhal possui
altos niveis de &cidos graxos polinsaturados, o que da a este tecido uma alta
suscetibilidade a danos oxidativos por processos de peroxidacao lipidica [58]. A
LPO é um marcador de dano oxidativo, pois a oxidacdo das membranas lipidicas
celulares pode levar a morte celular [59].

Os principais ROS e RNS, tais como superoxido (O2--), 6xido nitrico (NO -),
hidroxil (OH -), peroxinitrito (ONOO), peroxido de hidrogénio (H202), peroxil
(ROO -) e alcoxil (RO radical -) sdo gerados por algum desequilibrio no corpo.
Em condi¢cdes normais, existe um equilibrio entre parametros antioxidantes e
oxidantes, nos quais 0s sistemas antioxidantes, enzimaticos ou ndo, séo
encarregados de manter esta estabilidade. Entretanto, quando ocorre um
aumento em ROS ou RNS, estas moléculas podem afetar outros componentes
celulares iniciais, como DNA, RNA e proteinas [60]. As EROs geradas como
produto de estresse oxidativo podem promover alteracdes e danos a niveis
metabdlicos, transcriptbmicos e protedbmicos, pois apresentam um poder de
reacdo extremamente elevado com véarias macromoléculas [45].

Devido a exposicdo mercurial, a via de estresse oxidativo foi ativada
desencadeando a modulacdo protebmica [45]. A literatura descreve que o
estresse é capaz de modular o proteoma para promover o restabelecimento do
sistema orgéanico [61], uma vez que as proteinas estdo relacionadas em quase
todos os aspectos conhecidos da funcéo biologica. Cada proteina tem um papel
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importante na manutencdo do sistema, a modulacdo da proteina saudavel
comeca desde a formacédo de um polipéptido até a morte coordenada da proteina
madura por degradacdo, cada fase deste processo € cuidadosamente
orquestrada [62, 63], qualquer falha neste caminho pode gerar o acumulo de

proteinas toxicas desdobradas [64, 65].

De acordo com a Gene Ontology, cerca de 25 grupos de processos bioldgicos
foram afetados pela exposicdo ao mercurio. Destes 25, podemos citar 0s cinco
primeiros grupos mais afetados, resposta a uma substancia inorganica (9,2%),
ou seja, este grupo esté relacionado a uma mudanca no estado/atividade de uma
célula (em termos de movimento, secrecdo, producdo enzimatica, expressao
génica, etc.) como resultado de um estimulo de uma substancia inorganica,
assim podemos ver que houve uma mudanca na atividade celular devido a
exposicdo a mercurial. O segundo mais afetado foi a geracdo de metabdlitos e
precursores de energia (8,9%), que séo reacfes e vias quimicas que resultam
na formacdo de metabdlitos precursores, substancias das quais se deriva
energia e qualquer processo envolvido na liberacdo de energia destas
substancias [66]. Depois disso, 0 processo metabdlico do fosfato de ribose
(8,5%), séo reacBes quimicas e vias envolvendo o fosfato de ribose, qualquer
acucar fosforilato de ribose [67]. Finalmente, o processo metabdlico de
ribonucleotideos puros (8,2%), rea¢cdes quimicas que estdo relacionadas a um
ribonucleotideo, ou seja, um nucledsido no qual a base purina esta ligada a uma
ribose [68].

Do ponto de vista do componente celular, obtivemos 22 grupos afetados. O
mais afetado foi a fibra supermolecular (20,1%), que € um polimero composto de
subunidades ou complexos protéicos que visam formar fibras celulares [69]. Em
segundo lugar, temos a jangada de membrana (12,3%), que sao pequenos
dominios da membrana plasmatica rica em esterois e esfingolipidios [70]. Depois
disso vem a parte axonal (12,3%) que € a parte de um axdnio, projecdo de um
neurénio [71]. A matriz mitocondrial (9,1%) também foi alterada, esta matriz é de
grande importancia porque contém um grande numero de enzimas que atuam
na respiracdo celular [72]. Finalmente, o quinto grupo mais afetado do
componente biolégico foi a bainha de mielina, que € uma camada isolante que
se forma ao redor dos nervos, especialmente os do cérebro e da medula
espinhal, com o objetivo de permitir a rapida e eficaz transmissao dos impulsos
nervosos e elétricos ao longo das células nervosas [73].

Finalmente, 23 grupos foram alterados na fungcdo molecular. Entre os mais
afetados, podemos citar a ligacéo de ribonucledésido purino (22,1%) que participa
dos processos de diferenciacao celular [74]. Depois encontramos alteracdo na
ligacdo da proteina ligase da ubiquitina (10,7%), a ubequitina desempenha um
papel importante na regulacdo da proteina a nivel celular [75]. ATPase-
actividade transmembrana de catido acoplado que permite a transferéncia de um
soluto ou soluto de um lado de uma membrana para o outro de acordo com a
reacdo: ATP + H20 + cation (exterior) = ADP + fosfato + céation(interior) também
foi encontrado alterado [76].
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Em vista deste desequilibrio redox, véarias proteinas podem ser recrutadas
para restabelecer o estado de homeostasia ou sinalizar outros processos
biol6gicos. A literatura tem apontado que as Proteinas de Choque de Calor
(HSP) podem desempenhar um papel na protecdo do proteoma celular contra
insultos de estresse oxidativo e processos apoptoticos [77] e nossa analise
protedmica mostrou uma modulacao protedmica de HSP 70 1A (PODMWO) e 1B
subunidades (PODMW1) em animais expostos; HSP 90 alfa (P82995) e
subunidades beta (P34058), apresentando uma modulacdo proteémica apos
danos por estresse oxidativo.

A abordagem protedmica também revelou a expressdo exclusiva da
superoxido dismutase (SOD, P07895) no grupo exposto, sugerindo um aumento
da demanda de ROS, como anions superoxidos e outros compostos que podem
oxidar DNA e proteinas, gerando espécies reativas de nitrogénio (RNS) como
oxido nitrico [78]; Associada a resposta ao estresse, a peroxiredoxina 6 (035244)
foi encontrada Unica no grupo MeHg, pois as subunidades 1 (Q63716), 2
(P35704) e 5 (Q9R063) foram reguladas em alta.

A tensdo oxidativa pode prejudicar a membrana mitocondrial, 0 DNA e as
proteinas, levando a danos sobre a cadeia de elétrons e a uma maior interrupgao
da sintese de ATP [79, 80]. Desta forma, o perfil prote6mico da medula espinhal
dos ratos expostos ao MeHg mostrou a upregulacdo da subunidade alfa ATP-
sintase (P15999) e beta (P10719), e a expressao exclusiva ATP-citrate synthase
(P16638) no grupo tratado com MeHg. Além disso, foi observada a modulacéo
do citocromo C Oxidase subunidade 2 (P00406, up-regulated), 5A (P11240, up-
regulated) e 4 (P10888, Unico no grupo exposto), componente de
acetiltransferase  dihidroliproliprolisina  residual do complexo piruvato
desidrogenase (P08461, U(nico no grupo exposto), sugerindo um
comprometimento mitocondrial na medula espinhal que pode levar a uma falha
energeética [78].

Entre os proteomas analisados, verificamos as proteinas que apresentaram
as maiores conexdes protéicas em uma perspectiva de rede PPl. Com isso,
podemos destacar algumas dessas proteinas que estdo organizadas em
categorias de maior relevancia biolégica dentro do que foi observado na analise
de ORA.

Assim, entre as proteinas alteradas, podemos destacar a Peroxiredoxina-6
(035244), que atua na reducao de H20:2 e hidroperoxidos organicos em agua e
alcoois [81], e a Superodxido dismutase [Mn] mitocondrial (P07895), que atua na
eliminacdo dos radicais O2- dentro das mitocondrias [82]. Estes foram
subexpressos no grupo MeHg em comparac¢do com o controle e estas mudancas
mostram uma reducdo na capacidade antioxidante celular que favorece a
ocorréncia de estresse oxidativo, 0 que esta de acordo com os resultados de
nossas analises bioguimicas. Além disso, as proteinas HSP (PODMWO0, P55063,
P82995) foram superexpressas, indicando uma possivel resposta celular ao
aumento das ROS. Estas proteinas estdo associadas a mudancas na atividade
mitocondrial, resposta ao estresse e processos apoptoticos [83].
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Além destas, a proteina citocromo c oxidase (P10888) pode ser destacada
devido ao seu papel no processo de reducdo do oxigénio na agua nas
mitocondrias [84]. Esta proteina demonstrou estar sob expressdo levando ao
processo de estresse oxidativo.

Todo este desequilibrio redox pode culminar em mudangas em outras
estruturas celulares, como as associadas ao citoesqueleto [85]. A partir disto,
identificamos algumas proteinas alteradas, tais como Actin (P68136), Tubulin
beta-2A chain (P85108), e Tubulin alfa-8 chain (Q6AY56) que foram
superexpressas no grupo MeHg.

O estresse oxidativo é considerado um dos principais desencadeadores da
toxicidade do Hg, especialmente no sistema nervoso [52]. Em vista disto,
devemos analisar esta superproducdo de EROs a partir da perspectiva de dois
caminhos: o desequilibrio do metabolismo energético e a oxidacdo das
macromoléculas [44].

Portanto,

3.6. Concluséao

O perfil protebmico analisado através da exposi¢cdo ao MeHg neste estudo
nos permitiu ver o que esta subjacente aos efeitos do estresse oxidativo sobre a
medula espinhal. Nossos resultados mostraram que a medula espinhal também
€ um orgao alvo para a deposi¢cdo do MeHg, em baixas doses e exposi¢cao por
longos periodos, o que pode desencadear desequilibrios na bioquimica oxidativa
e, consequentemente, na modulacdo do perfil protedbmico em nivel espinhal.
Nosso estudo sugere que as proteinas encontradas devem ser melhor
investigadas para encontrar um possivel biomarcador de danos na medula
espinhal ou mesmo possiveis biomarcadores de danos precoces.
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