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Resumo:

No ambiente, os plásticos estão sujeitos à degradação por processos biológicos e

físico-químicos, gerando partículas menores. São chamados de microplásticos

(MPs) as partículas com tamanhos entre 1 µm e 5 mm. Estudos já demonstraram a

presença de MPs em produtos alimentícios, medicamentos e cosméticos. Também

podem ser encontrados em diversos níveis tróficos e em humanos. MPs de

poliestireno são capazes de se translocar do lúmen intestinal para a corrente

sanguínea e provocar efeitos prejudiciais a nível celular e tecidual. Já o

metilmercúrio (MeHg) é um contaminante ambiental cuja exposição, mesmo que

branda, pode resultar em riscos à biota e à saúde humana, sendo capaz de

atravessar membranas biológicas. Devido à ampla distribuição e capacidade de

bioacumulação, os microplásticos e o mercúrio (Hg) são considerados grandes

ameaças à saúde humana e ao meio ambiente. No entanto, suas interações

toxicológicas, especialmente os efeitos combinados, ainda são pouco

compreendidos e por isso precisam ser melhor elucidados. O presente estudo tem

como objetivo quantificar o dano oxidativo a macromoléculas por meio de ensaios

redox, para -SH total, -SH não proteico, TBARS e carbonila; identificar alterações
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comportamentais, por meio do teste de campo aberto e Labirinto em cruz elevada; e

o imunoconteúdo das proteínas de oclusão Ocludina e Claudina-5 em ratos Wistar.

as análises foram realizadas a partir de cerebelo, córtex pré-frontal e córtex total de

ratos Wistar. O teste de azul de Evans foi utilizado para verificar a permeabilidade

de membrana em fígado e cérebro total; Evidenciamos aumento de dano oxidativo

como diminuição nas quantidades de -SH total, TBARS e carbonila causado por MP

e MeHg em todos os tecidos analisados de forma individual ou de modo conjunto,

aumento da permeabilidade das membranas e possíveis alterações

comportamentais relacionadas ao dano oxidativo observado pelas contaminações

estudadas. Apesar dos esforços do nosso estudo, ainda não estão claros os

mecanismos de toxicidade e os efeitos no status redox e comportamental, dito isso

mais estudos são necessários para elucidar e corroborar as análises feitas aqui.

Palavras-chave : Metilmercúrio; Microplástico; Estresse Oxidativo; Permeabilidade;
Comportamento; Imunoconteúdo;

Abstract:

In the environment, plastics are subject to degradation by biological and

physicochemical processes, generating smaller particles. Particles with sizes

between 1 µm and 5 mm are called microplastics (MPs). Studies have already

demonstrated the presence of MPs in food products, medicines, and cosmetics. It

can also be found at various trophic levels and in humans. Polystyrene MPs are

capable of translocating from the intestinal lumen to the bloodstream and causing

harmful effects at the cellular and tissue level. Methylmercury (MeHg) is an

environmental contaminant whose exposure, even if mild, can result in risks to biota

and human health, being able to cross biological membranes. Due to their wide

distribution and bioaccumulation capacity, microplastics and mercury (Hg) are

considered major threats to human health and the environment. However, their

toxicological interactions, especially the combined effects, are still poorly understood

and therefore need to be better elucidated. The present study aims to quantify

oxidative damage to macromolecules through redox assays, for total -SH,

non-protein -SH, TBARS, and carbonyl; identify behavioral changes, through the

open field test and elevated cross maze; and the immunocontent of the adhesion



proteins Occludin and Claudin-5. The analyses were performed in the cerebellum,

prefrontal cortex, and total cortex of Wistar rats; And the Evans blue test was used

to check membrane permeability in the liver and total brain; We evidenced an

increase in oxidative damage as a decrease in the amounts of total -SH, TBARS,

and carbonyl caused by MP and MeHg in all tissues analyzed individually or jointly,

increased membrane permeability, and possible behavioral changes related to the

oxidative damage observed by the contaminations studied. Despite the efforts of our

study, the mechanisms of toxicity and the effect on redox and behavioral status are

still not clear, that said, more studies are needed to elucidate and corroborate the

analyses made here.

Keywords: Methylmercury; Microplastic; Oxidative Stress; Permeability; Behavior;
Immunocontent.

Highlights:

● Primeiro estudo a utilizar a combinação de MP e MeHg, dois contaminantes
emergentes, demonstrando efeitos sinérgicos entre eles.

● Análise extensiva do dano oxidativo causado na fase de desenvolvimento
juvenil em ratos Wistar

● A exposição combinada de MP + MeHg causa aumento da permeabilidade da
BHE e redução do imunoconteúdo de Ocludina e Claudina-5



Abreviações:

4-HNE - 4-hidroxinonenal

ATP - Adenosina trifosfato

AGEs - Produtos de glicação avançada

BHE - Barreira Hematoencefálica

CAT - Catalase

CAPES - Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico

DNPH - Dinitrofenilhidrazina;

DTNB - 5-5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico ;

FAPERGS - Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

GSH-Px - Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa

H2O2 - Peróxido de hidrogênio

H2O - Água

Hg - Mercúrio;

LDH - Lactato desidrogenase

MPs - Microplásticos;

MeHg - Metilmercúrio;

NPs - Nanoplásticos;

PBS - Tampão fosfato salina;

SH - Tiol reduzido;

SNC - Sistema nervoso central

SOD - Superóxido dismutase

TBA - Ácido Tiobarbitúrico;

TBARS - Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico;

TCA - Ácido Tricloroacético;

RNS - Espécies reativas de nitrogênio

ROS - Espécies reativas de oxigênio

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

UV - Ultravioleta



Sumário

1. Introdução………………………………………………………………….. 10

2. Metodologia………………………………………………………………... 14

2.1. Animais…………………………………………………………………… 14

2.2 .Exposição………………………………………………………………… 15

2.2.1. Microplástico…………………………………………………………… 15

2.2.2 .Metilmercúrio…………………………………………………………… 16

3. Técnicas…………………………………………………………………….. 16

3.1. Azul de Evans…………………………………………………………..... 16

3.2. Bradford………………………………………………………………..…. 16

3.3. Western Blotting………………………………………………………… 17

3.4. Marcadores de dano oxidativo………………………………………... 18

3.4.1. Conteúdo tiólico ou grupamentos -SH……………………………. 18

3.4.2. Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)……………. 18

3.4.3. Carbonila……………………………………………………………….. 19

3.4.4. E.L.I.S.A…………………………………………………………………. 19

3.5. Comportamento………………………………………………………….. 20

3.5.1. Campo aberto………………………………………………………….. 20

3.5.2. Labirinto em cruz elevada…………………………………………… 21

4. Resultados………………………………………………………………….. 21

4.1. Permeabilidade de membrana e quantificação de imunoconteúdo de
Claudina-5 e Ocludina em tecido cerebral……………………………….. 21

4.2. Marcadores de dano oxidativo em córtex total…………………….. 22

4.3. Marcadores de dano oxidativo em cerebelo………………………… 23

4.4. Marcadores de dano oxidativo em córtex pré frontal……………… 23

4.5. Parâmetros comportamentais em animais expostos a MP e MeHg…. 24

4.5.1. Campo aberto………………………………………………………….. 24

4.5.2. Labirinto em cruz elevada…………………………………………… 25

5. Discussão…………………………………………………………………… 25

5.1. Perda do conteúdo de Claudina-5 e Ocludina durante exposição ao MP e
MeHg causam aumento da permeabilidade da BHE………………… 25

5.2. Exposição individual e conjunta a MP e MeHg causa aumento de
marcadores de dano oxidativo em diferentes tecidos cerebrais…… 27



5.3. Aumento do comportamento do tipo ansioso devido a danos causados
por MP e MeHg……………………………………………………………………. 31

6. Conclusão…………………………………………………………………. 32

REFERÊNCIAS………………………………………………………………. 34

ANEXO A – Figuras…………………………………………………………. 45



10

1. Introdução

Henri Braconnot, um francês, foi creditado pela invenção da nitrocelulose, a

qual é predecessora do plástico. Em 1868, a produção industrial desta substância

começou nos Estados Unidos, liderada pelos irmãos Hyatt, que a utilizaram para

fabricar bolas de bilhar. No entanto, a nitrocelulose foi posteriormente substituída

por plástico sintético. Entre as duas Guerras Mundiais, surgiram os principais tipos

de plásticos sintéticos: Celofane em 1913, policloreto de vinila em 1927, poliestireno

e nylon em 1938, e polietileno em 1942. Inicialmente, o plástico foi usado como

substituto do marfim (Chalmin et al., 2019)

No entanto, o seu uso intensivo durante diversos anos se deve,

principalmente, pela sua versatilidade que vai desde sacolas plásticas e roupas, a

itens médicos e eletrônicos, juntamente com o descarte inadequado. Porém, isto

tem levado ao acúmulo de resíduos em aterros e oceanos, causando um impacto

significativo em diferentes ambientes naturais terrestres e para a vida marinha. A

quantidade crescente de partículas plásticas exerce uma carga significativa sobre o

ecossistema. Sem ações significativas, projeta-se que a deposição de resíduos

plásticos nos ecossistemas aquáticos quase triplique até 2040, com sérios impactos

sociais, econômicos e ecológicos negativos (PNUMA, 2021). Apesar da reciclagem

ser uma estratégia importante para gerenciar os resíduos plásticos, ela sozinha não

consegue acompanhar a quantidade de resíduos gerados. A reciclagem de plásticos

enfrenta vários desafios, incluindo a separação eficaz dos diferentes tipos de

plásticos e a possibilidade de reutilização, uma vez que a toxicidade do plástico é

ampliada com sua reciclagem. Juntamente com a durabilidade, o plástico resultou

em riscos potenciais para a economia, a saúde humana e o ambiente (Greenpeace.,

2023).

O consenso atual para a definição de microplásticos (MPs) é que eles podem

ser considerados partículas plásticas menores que 5 mm, sendo divididos em dois

grupos dependentes de sua origem. Os MPs primários que são liberados

diretamente para o meio ambiente como pequenas partículas, sendo que as

principais fontes são a lavagem de roupas sintéticas (35%), a abrasão de pneus de

veículos automóveis durante a condução (28%) e os MPs adicionados
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intencionalmente a produtos de higiene pessoal, como por exemplo microesferas

em esfoliantes faciais (2%) (European Parliament, 2018). Já os MPs secundários

são gerados no ambiente natural e resultam da degradação de matrizes plásticas

maiores que usualmente têm sua origem em material incorretamente descartado ou

abandonado, como por exemplo sacos de plástico, garrafas de plástico ou redes de

pesca (European Parliament., 2018, Rochman, Brookson et al., 2019). Uma vez que

as partículas geradas (primária ou secundariamente) a partir destes produtos são

despejadas no meio ambiente elas se tornam passíveis de serem ingeridas pelos

organismos independentemente do seu nível trófico na cadeia alimentar (Lusher,

Welden et al. 2017). Desta forma, a concentração de MPs tende a aumentar ao

longo de toda a cadeia trófica, resultado da bioacumulação e, mais tarde, da

biomagnificação destas partículas nos níveis superiores da cadeia alimentar,

contribuindo, inevitavelmente, para a exposição em humanos e assim passível de

causar dano a todo ecossistema e a saúde humana (Rochman, Brookson et al.

2019; Kokalj et al., 2018)

Os resíduos plásticos inevitavelmente chegam ao meio ambiente, e podem

ser divididos pelo seu tamanho, em grandes plásticos (>2,5 cm), plásticos médios

(tamanho da partícula = 0,5-2,5 cm), microplásticos (MPs) ( 1 μm–5 mm) e

nanoplásticos (NPs) (<1 μm). Todas estas partículas continuam a ser degradadas no

ambiente através de vários processos físico-químicos, como intemperismo, radiação

ultravioleta (UV) e atividades humanas (Huang et al., 2021). Estima-se que o

número total de MPs seja responsável por 92,4% dos detritos plásticos marinhos, e

a poluição por MP esteja amplamente distribuída em oceanos, rios, lagos e lavouras

(Carr et al., 2016; Wang et al., 2021; Yuan et al., 2020). Os MPs tornaram-se um

ponto focal em pesquisas recentes de poluentes devido à sua ampla ocorrência e

potenciais riscos ecológicos e também à saúde humana (Law e Thompson, 2014;

Thompson et al., 2004). Collard (2019) e Koongolla (2020) coletaram grandes

quantidades de dados sobre a poluição de MPs em peixes de água doce e

detectaram acúmulo de MPs em mais de 200 espécies. O acúmulo excessivo de

MPs tem sido associado a efeitos adversos no sistema digestivo de peixes

(Koongolla et al., 2020; Collard et al., 2019), e também alterações no sistema

reprodutivo e desenvolvimento larval (Li et al., 2018). Além disso, outros estudos já

demonstraram que o acúmulo de MPs pode reduzir a taxa de eclosão em peixes,
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além de causar inchaço intestinal e alterações histopatológicas (Choi et al., 2018;

Jin et al., 2018).

A carga elétrica, a alta área superficial específica e a hidrofobicidade dos

MPs os tornam portadores ideais de outros poluentes (Carr et al., 2016). Isso torna

os animais aquáticos especialmente propensos à exposição química, incluindo

produtos farmacêuticos e de cuidados pessoais (PPCPs), produtos químicos

desreguladores endócrinos (EDCs), éteres difenílicos polibromados (PBDEs) e

poluentes orgânicos persistentes (POPs) em solução aquosa, todos os quais

também podem entrar na cadeia alimentar e causar sérios problemas ambientais e

de saúde humana (Carr et al., 2016; Liu et al., 2018). Dessa forma desencadeando

efeitos catastróficos no ambiente, na biota marinha e alcançando níveis tróficos

superiores. Além dos efeitos tóxicos do microplástico na biota aquática, os

organismos terrestres também estão suscetíveis a tal poluição, através da inalação

e ingestão de alimentos contaminados (Olivatto et al., 2018). O acúmulo de MPs no

intestino de aves causa danos físicos e toxicidade química, resultando em

deficiência nutricional, deposição de gordura e perda de peso (Zhao et al., 2016).

Além disso, já foi relatado por Ragusa et al. e Schwabl et al. à presença de MPs em

placenta e em fezes humanas (Ragusa et al., 2021;Schwabl et al., 2019). Leslie et

al. (2022) também encontraram e dosaram microplásticos em sangue humano onde

a concentração das partículas atingiu uma média de 1,6 microgramas por mililitro

(Leslie et al., 2022). Outro estudo produzido no Reino Unido com material coletado

através de cirurgias relatou que microplásticos estão presentes em todas as regiões

dos pulmões humanos sendo as fibras de polipropileno e polietileno tereftalato as

mais abundantes (Jenner et al. 2022).

A presença de microplásticos é uma preocupação crescente devido à sua

capacidade de atrair e se ligar a íons metálicos, incluindo o mercúrio. A superfície

dos microplásticos pode apresentar cargas elétricas que atraem íons metálicos

presentes na água. Além disso, características físicas dos microplásticos, como

poros e fendas podem servir como locais de alojamento para esses íons. Devemos

levar em conta que seu tamanho também interfere na capacidade de adsorção

(Horton et al., 2017; Olivatto et al., 2018). Quando os microplásticos e o mercúrio

coexistem em um ambiente aquático, é altamente provável que ocorra uma ligação

entre eles. Isso é preocupante, pois pode levar à bioacumulação de mercúrio na
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cadeia alimentar aquática, o que pode resultar na transferência do mercúrio ligado

aos microplásticos para esses organismos e, eventualmente, ao longo da cadeia

alimentar. Isso ressalta a necessidade de estudos mais aprofundados e medidas

preventivas para mitigar a poluição por microplásticos nos ecossistemas aquáticos

(Torres et al., 2021) .

As principais fontes de emissão do mercúrio para o meio ambiente podem

ser naturais (desgaseificação da crosta terrestre e atividade vulcânica) e

antropogênicas (atividades industrial e agrícola, queima de combustível fóssil,

mineração, etc.) (WHO., 1989). Em ambientes naturais, o mercúrio é mais comum

na forma de compostos organometálicos com um ou dois carbonos, sendo a forma

mais tóxica o metilmercúrio (MeHg) (Brito et al., 2021), um organometálico de

cadeia curta com um carbono no radical [CH3HgX], onde X pode ser um grupo

brometo, cloreto, nitrato ou acetato. Sutton (2002) já demonstrou que o

metilmercúrio é absorvido através do trato gastrointestinal e acumulado pelos

glóbulos vermelhos através do plasma e é responsável por efeitos nocivos para a

saúde humana (Olivero-Verbel e Johnson Restrepo., 2004; Sutton et al., 2002).

A taxa de metilação do mercúrio pode influenciar na bioacumulação do

elemento uma vez que a concentração de metilmercúrio nos organismos aumenta

com a concentração deste na coluna d'água (Watras et al., 1998). O MeHg tem alta

capacidade de incorporação pelas células e normalmente encontra-se ligado aos

grupos sulfidrila das proteínas, agindo como inibidor e modificador das atividades

proteicas (Neathery & Miller., 1975). Além de se acumular nos organismos, o MeHg

presente no ambiente pode sofrer biomagnificação, resultando em altas

concentrações de mercúrio nos organismos de topo de cadeia (Kasper et al., 2007).

Os peixes piscívoros, por exemplo, apresentam maiores concentrações de mercúrio

quando comparados aos peixes de menor nível trófico (Palermo et al., 2004; Kasper

et al., 2007). O metilmercúrio é distribuído de forma geral após ser absorvido mas

possui uma alta afinidade pelo tecido cerebral, onde ele é capaz de difundir para

diversas regiões do sistema nervoso e também podendo cruzar a barreira

hemato-encefálica (Aschner & Clarkson., 1998; Zareba et al., 2007). Alguns

mecanismos como estresse oxidativo, dano mitocondrial, perturbação na função de

neurotransmissores e na atividade GABAérgica foram propostos para tentar explicar

os efeitos deste composto que é responsável por provocar neurotoxicidade
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acumulada e mal desenvolvimento do sistema nervoso central (Espitia-Pérez et al.,

2018a; 2018b).

Através dos mecanismos explicados acima, e possivelmente outros, a

presença de MPs no ambiente marinho não só representa uma ameaça direta ao

ecossistema marinho, mas também pode potencializar a toxicidade de outros

contaminantes, como os metais tóxicos, ao atuar como seus vetores. Isso destaca a

necessidade de mais pesquisas e medidas para mitigar a poluição por MPs. Apesar

das citações anteriores, o potencial sinérgico do microplástico e metilmercúrio em

alterar funções cerebrais e causar dano a macromoléculas ainda é pouco estudado.

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivos avaliar o possível

efeito sinérgico da exposição a micropartículas plásticas de poliestireno e ao

metilmercúrio em parâmetros de neurotoxicidade em ratos Wistar. Isso será feito

através da análise da permeabilidade do tecido cerebral e de importantes moléculas

da junção estreita do cérebro, e também associando a quantificação de marcadores

de estresse oxidativo em diferentes estruturas do SNC com os dados

comportamentais obtidos.

2. Metodologia

2.1. Animais

Nesse trabalho foram utilizados 56 ratos Wistar machos com 30 dias de idade

oriundos da colônia do CREAL-UFRGS. Os animais foram recebidos com 21 dias de

idade e foram climatizados e manipulados por sete dias antes do início da exposição

para habituação com os pesquisadores.

Com 30 dias de vida se deu início à exposição dos animais, estes foram

divididos em quatro grupos:

1) Grupo Controle 8+6= 14 animais

2) Exposição individual de microplástico 8+6= 14 animais

3) Exposição individual de metilmercúrio 8+6= 14 animais

4) Exposição associado de microplástico e metilmercúrio 8+6= 14 animais
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Total: 56 animais

Todas as exposições foram realizadas com a mesma metodologia durante

oito semanas e a exposição combinada consistiu na mesma dose das exposições

individuais, porém com os dois compostos presentes na água, dessa maneira sendo

possível avaliar a ocorrência de adsorção do metilmercúrio às partículas plásticas e

se isso influenciou em uma maior absorção destes no organismo.

4 animais de cada grupo e que receberam o corante azul de Evans foram

eutanasiados através de perfusão para realizar as análises de permeabilidade. Os

animais foram completamente anestesiados com mistura de quetamina/xilazina e

então dissecados e perfundidos com uso de NaCl 0,9% até completa limpeza do

sangue. Após isso, O cérebro e fígado foram então dissecados sob gelo e pesados

em balança de precisão e armazenados em -80°C para posterior normalização e

quantificação do corante.

Os animais destinados às análises redox foram eutanasiados por

decapitação utilizando guilhotina e a fim de evitar alterações nos parâmetros

bioquímicos avaliados os animais não foram anestesiados. Foram tomadas todas as

medidas necessárias para minimizar o estresse e desconforto dos animais antes,

durante e depois do procedimento. Os órgãos foram dissecados e separados por

tecido sob gelo e para esse estudo utilizamos o córtex total, cerebelo e córtex

pré-frontal, posteriormente foram armazenados em -80ºC até as análises.

Todas as diretrizes de acordo com a resolução Nº 57, de 6 de dezembro de

2022 e de acordo com a lei legal brasileira, Lei nº 11.794/2008 (Lei Procedimentos

para o Uso Científico de Animais - Lei No 11.794, 8 de outubro de 2008), foram

seguidas para evitar o sofrimento e o desconforto animal. O projeto foi aprovado

pelo comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) sob número: 36530.

2.2. Exposição

2.2.1. Microplástico

Foram utilizados MP da empresa Sphero Tech, código #SPHE-PP5010 de 50
micrômetros (µm) de tamanho e oferecidos na dose de 2000 µg/L que foi elaborada

baseado nos trabalhos de Lu et al (2018) e Luo et al (2019). A dose escolhida para
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ser utilizada apresentou os efeitos mais evidentes no trabalho de Lu, et al (2018) e

segundo os autores ela apresenta cerca de 1.456 x104 partículas por litro sendo
uma concentração ambientalmente relevante. A exposição com MPs foi feita através
da diluição destes na água disponível nas garrafas dos animais. Brevemente,

2000µg gramas de MP foram diluídos em 1 Litro de água que foi a única água

disponibilizada para os animais ad libitum.

2.2.2. Metilmercúrio

A exposição de metilmercúrio ocorreu através da diluição na água disponível

nas garrafas dos animais. A dose de metilmercúrio escolhida é a de 0,5 mg/Kg,

baseada nas concentrações ambientais e no consumo de peixe per capita na

Colômbia sendo a dose já utilizada em outros trabalhos do nosso grupo utilizando o

metilmercúrio como contaminante (Pérez-Espitia., et al. 2018a, 2018b).

3. Técnicas

3.1. Azul de Evans

Para avaliar a permeabilidade das barreiras fisiológicas, como a barreira

hematoencefálica, mediante exposição aos contaminantes foi realizado o ensaio do

corante Azul de Evans. O Azul de Evans se liga à albumina tornando o animal azul

algumas horas após a aplicação do corante. Sendo a albumina uma proteína

relativamente grande, 65-70kDa, quando esta transpassa para tecidos através de

barreiras fisiológicas, podemos inferir que há a passagem de outras moléculas

menores. O corante foi preparado em solução salina na concentração de 12%,

injetada na cavidade peritoneal do animal e verificada a difusão completa algumas

horas após a aplicação. Após a eutanásia por perfusão e pesagem dos tecidos de

interesse o corante pode ser detectado por homogenização com ácido

tricloroacético 50%, e detectada por absorbância de florescência em

espectrofotômetro a 620nm / 680nm de excitação e emissão, respectivamente

(Goldim et al. 2019).

3.2. Bradford

O ensaio de Bradford é uma técnica utilizada para a quantificação de

proteínas totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este
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método foi utilizado para ponderar todas as amostras para as técnicas utilizadas, o

qual é baseado na interação entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteínas

que contém aminoácidos de cadeias laterais básicas ou aromáticas. No pH de

reação, a interação entre a proteína de alto peso molecular e o corante BG-250

provoca o deslocamento do equilíbrio do corante para a forma aniônica, que

absorve fortemente em 595 nm. Ao estabelecer uma curva de calibração com base

em concentrações padrão de proteínas, podemos determinar a concentração de

uma proteína desconhecida em uma solução, medindo a absorbância da solução

após a introdução de um corante (Bradford, 1976).

3.3. Western Blotting

Por meio de marcação do imunoconteúdo através da técnica de Western

blotting, as proteínas Claudina-5 (#4C3C2) e Ocludina (#OC-3F10) foram

semi-quantificados utilizando a β-actina (MA5-15739-D800) como controle

housekeep. As amostras foram preparadas em tampão RIPA contendo o inibidor de

proteases fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) e o inibidor de fosfatases

ortovanadato de sódio. Após a ponderação, foi adicionado às amostras tampão

Laemli com 10% de beta-mercaptoetanol na proporção de 1:1 e as amostras foram

aquecidas à 90º por 5 minutos. As amostras foram então adicionadas ao gel em

quantidade de 60 ug por poço. A eletroforese foi feita em 80v por 20 min e

posteriormente 60 min a 120v para o gel de stacking e corrida respectivamente.

Após a corrida, as amostras foram transferidas para uma membrana de

nitrocelulose através de uma unidade transbloting semi-seca da marca Biorad®.

Após a transferência, a membrana foi bloqueada com albumina a 5% por 60 min,

removido o excedente por lavagem com TTBS 4 vezes sob agitação por 15 min. As

membranas foram então incubadas com o anticorpo primário de interesse na

diluição 1:2000, de acordo com o fabricante, e anticorpo secundário específico

também na diluição de 1:2000. Para revelação foi utilizado o Kit SuperSignal com

número de catálogo 34578 da empresa Thermo Fisher. As bandas foram

quantificadas utilizando o software ImageJ® e ponderadas por B-actina.
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3.4. Marcadores de dano oxidativo

Alguns marcadores de estresse oxidativo foram avaliados em diferentes

estruturas do sistema nervoso por meio de ensaios espectrofotométricos para se

quantificar o dano oxidativo a biomoléculas nestas estruturas, como: -SH protéico e

não-protéico e grupamentos carbonila para avaliar o dano a proteínas e

aminoácidos; formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e

formação de 4-hidroxinonenal, para avaliar a peroxidação lipídica; e formação de

nitrotirosina para avaliar brevemente o estresse por espécies reativas de nitrogênio;

além disso, foi também avaliada a formação de carboximetilisina, um composto de

glicação avançado.

3.4.1 Conteúdo tiólico ou grupamentos -SH

O conteúdo tiólico foi medido pela reação com 5,5-ditio-bis-(2-ácido benzóico)

(DTNB) 10mM. Resumidamente, 40 µg de proteína foram adicionados à placa de

espectrofotometria e combinados com ácido bórico e DTNB, a espectrofotometria foi

realizada e a placa lida no momento 0 usando 412 nm. Após 1 hora de incubação, a

absorbância foi lida novamente a 412 nm. A primeira leitura foi deduzida da última

leitura e os resultados foram então normalizados para serem expressos como µmol

SH/mg de proteína. Para tióis não proteicos, o conteúdo de proteína nas amostras

foi precipitado usando TCA na concentração final de 20% e depois centrifugado a

10.000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e usado para reagir com

DTNB (Ellman, 1959).

3.4.2 Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)

A peroxidação lipídica foi determinada pela quantificação de espécies

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) conforme descrito por Esterbauer e

Chessman (1990). A reação do ácido tiobarbitúrico com lipoperóxidos presentes em

meio ácido aquecido a 100º C confere às amostras uma coloração rosa que pode

ser lida por espectrofotometria. Resumidamente, 1 mg de proteína das amostras foi

precipitado utilizando TCA na concentração final de 20% e centrifugado a 10.000 x g

durante 10 minutos. Após isso, o sobrenadante foi coletado e 100 μL transferidos

para uma placa de espectrofotometria, 100 μL de ácido tiobarbitúrico 0,67% foram

adicionados a cada poço e a placa foi aquecida a 100°C por 20 minutos em
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dryblock. A placa foi lida no comprimento de onda de 532 nm usando um

espectrofotômetro (SpectraMaxI3). Uma curva padrão de

1,1,3,3-tetrametoxipropano, um padrão de lipoperóxido, foi utilizada para

quantificação. Os resultados são expressos como nmol TBARS/mg de

proteína.(Esterbauer & chessman., 1990)

3.4.3 Carbonila

Os grupos carbonila foram medidos conforme descrito anteriormente por

Levine et al (1990) para avaliar o dano oxidativo às proteínas Este método foi

baseado na reação da dinitrofenilhidrazina com grupos carbonila das proteínas nas

amostras. Resumidamente, foram preparados dois tubos, um tubo branco e um tubo

DNPH. Para cada tubo, 1 mg de proteína de amostras de órgãos foi precipitado

utilizando TCA na concentração final de 20% e centrifugado a 4000 x g durante 5

minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso com NaOH

0,2 M. Os tubos brancos foram incubados com HCl 2M e os tubos DNPH foram

incubados com DNPH 10mM, ambos por 1h sob gelo e agitação a cada 15 minutos.

Em seguida, as amostras foram precipitadas novamente com TCA na concentração

final de 20%, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado três vezes com 500

µL de solução de etanol/acetato de etila (1:1); após completa evaporação da

solução de etanol/acetato de etila, os pellets foram ressuspensos utilizando 1mL de

Uréia 8M (pH 2,3). Ao final, 200 µL foram transferidos dos tubos para uma

microplaca e a absorbância foi lida a 370 nm utilizando um espectrofotômetro

SpectraMax I3. Os valores da amostra em branco foram deduzidos a partir de

amostras de DNPH e os resultados são expressos como µmol carbonil/mg de

proteína.

3.4.4 E.L.I.S.A.

Foram utilizadas placas de ELISA específicas adquiridas da Greiner Bio-One.

A solução de substrato TMB foi adquirida da Thermo Fisher, número de catálogo

#002023. O Tween-20 para preparação do tampão de lavagem foi adquirido da

Kasvi, número de catálogo #K9-9191. Todos os anticorpos utilizados neste

manuscrito foram adquiridos da Thermo Fisher e diluídos na concentração de

1:4000 para uso. Os números de catálogo dos anticorpos são os seguintes:



20

Nitrotirosina (#Ab7048), 4-Hidroxinonenal (#Ab46545) e Carboximetilisina

(#Ab27684).

As amostras foram homogeneizadas e normalizadas em tampão fosfato 50

mM (K2HPO4, pH 7,4). A concentração final utilizada para todas as amostras foi de

10µg/ml. As amostras homogeneizadas foram colocadas em placas de ELISA e

incubadas por 24 horas e depois lavadas três vezes com tampão de lavagem (PBS

10mM, NaCl 150mM e Tween-20 0,05%). Posteriormente, foram adicionados 200 μL

de anticorpo primário (1:4000) e a incubação foi realizada por 2 horas em

temperatura ambiente. As placas foram lavadas três vezes com tampão de lavagem

e incubadas com anticorpo secundário anti-IgG de coelho ligado à peroxidase

adquirido da Merck (AP#132P) numa concentração de 1:2000 durante 2 horas. Após

lavar a placa três vezes com tampão de lavagem, 100 μL de solução de substrato

(kit de detecção espectrofotométrica ELISA TMB) foram adicionados a cada poço e

incubados por 10 min. A reação foi finalizada com 50 μL/poço de reagente de

parada ácido sulfúrico 2 M e a absorbância lida a 450 nm em espectrofotômetro

(SpectraMax® i3). Os resultados são expressos em porcentagem relativa aos

grupos controle.

3.5. Comportamento

3.5.1. Campo aberto

Para o teste de campo aberto, a tarefa foi realizada em uma arena de 40 x 50

cm cercada por paredes pretas e foscas de 50 cm de altura. Todos os animais foram

submetidos a uma sessão de habituação, permitindo que “conheçam” o aparato

livremente por 2 minutos. Para o teste efetivo, os animais foram postos por 10

minutos após o tempo de habituação na arena e além de comportamentos do tipo

rearing e grooming alguns parâmetros foram levados em conta como a locomoção

total do animal, tempo e distância percorrida na área central, tempo e distância

percorrida na periferia e tempo de imobilidade. Após a gravação das imagens, os

vídeos obtidos foram analisados através do software anymaze( Estrela et al. 2021).
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3.5.2. Labirinto de cruz elevada

O labirinto de cruz elevado é um teste utilizado para avaliar o comportamento

tipo-ansioso nos animais. O teste utiliza um aparato elevado em forma de cruz, com

dois braços fechados e dois braços abertos e se baseia na aversão de roedores por

espaços abertos. Alguns parâmetros são utilizados como medidas para avaliar esse

tipo de comportamento, como o tempo decorrido nos braços abertos e nos braços

fechados, assim como o número de entradas nos braços abertos e nos braços

fechados, distância percorrida e tempo de imobilidade. Após a gravação das

imagens, os vídeos obtidos foram analisados através do software anymaze(Pellow

et al, 1985).

4. Resultados

4.1. Permeabilidade de membrana e quantificação de imunoconteúdo de
Claudina-5 e Ocludina em tecido cerebral

O ensaio do azul de evans (Figura 1) é utilizado para se verificar a

permeabilidade de barreiras fisiológicas irrigadas pela circulação sanguínea através

da ligação do corante com a albumina. Durante a quantificação do corante em

homogenato de fígado (A) verificamos que existe uma maior presença do corante

nos animais expostos à MP+MeHg (p=0,0195) quando comparados ao grupo

Controle. As demais exposições não elevaram a permeabilidade no fígado dos

animais. Também houve um aumento da permeabilidade ao corante no homogenato

de cérebro total (B) dos animais expostos ao MP (p=0,0476), e também dos animais

que receberam a coexposição (p=0,0139) quando comparadas ao grupo Controle. A

exposição individual ao MeHg não levou à uma maior permeabilidade ao corante

(p=0,2619).

A técnica de Western blotting foi utilizada neste estudo para investigar as

alterações no imunoconteúdo das proteínas de junção estreita, ocludina e

claudina-5 no cerebelo dos animais expostos(Figura 2&3). Os resultados indicaram

uma diminuição significativa no imunoconteúdo de ocludina (A) em todas as

condições de exposição (MP: p=0,0061, MeHg: p=0,0074, MP+MeHg: p=0,0132),

comparadas a grupo Controle. Além disso, observou-se também uma diminuição no
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imunoconteúdo de claudina-5 (B) durante a exposição a MeHg (p=0,0149) e a

coexposição à MP + MeHg (p=0,0185), comparadas ao grupo Controle. No entanto,

não foi observada diminuição na quantidade de claudina-5 na exposição isolada à

MP (p=0,3030).

4.2. Marcadores de dano oxidativo em córtex total

Na Figura 4 está representada a quantificação de diferentes marcadores de

dano oxidativo a macromoléculas em homogenato de córtex total. Foram

quantificados os níveis de grupamentos -SH totais (A) e -SH não-protéicos (B),

TBARS (C) foi utilizado como um marcador de lipoperoxidação, e também

quantificamos a oxidação de proteínas por meio do ensaio de Carbonil (D). Aqui

observou-se que os grupos MeHg (p=0,0002) e MP + MeHg (p=0,0004) exibiram

uma diminuição expressiva nos grupamentos -SH totais. Esta redução também foi

vista nos grupos MeHg(p=0,0004) e MP + MeHg(p=0,0332) quando comparados ao

grupo MP. Por outro lado, a análise dos grupamentos -SH não protéicos revelou um

aumento em sua quantidade após exposição ao MP (p=0,0082) e durante a

coexposição (p=0,0028). Além disso, foi observado um aumento significativo nas

quantidades de espécies reativas ao TBA no grupo MP (p=0,0338), no grupo MeHg

(p=0,0185) e um aumento na exposição à MP + MeHg (p=0,0094). Os grupamentos

carbonila apresentaram um aumento nas exposições à MP (p=0,0181) e MP+MeHg

(p=0,0054) quando comparadas ao grupo Controle e a exposição ao MeHg não

apresentou alterações significativas na quantidade de grupamentos carbonila em

córtex total (p>0,05).

Na Figura 5 está representada a quantificação de outros marcadores de dano

oxidativo a macromoléculas por meio do ensaio de E.L.I.S.A. em córtex total. Foi

observado um aumento nos níveis de nitrotirosina (A) somente na exposição

conjunta de MP+MeHg (p=0,0022) quando comparado ao Controle. O grupo

MP+MeHg (p<0,0001) apresentou o aumento mais significativo na quantidade de

4-HNE (B) quando comparado ao Controle e também apresentou diferença

significativa quando comparado individualmente com o grupo MP (p=0,0375) e

também com o grupo MeHg (p=0,0494). Foi observado um aumento na quantidade

de carboximetilisina (C) durante a exposição ao MeHg (p=0,0068) quando

comparado ao grupo Controle. Também foi demonstrado esse aumento no grupo
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MeHg quando comparado às outras exposições MP vs MeHg (p=0,0241) e MeHg vs

MP + MeHg (p=0,0362), mas essas diferenças não estão representadas.

4.3. Marcadores de dano oxidativo em cerebelo

Foram quantificados os mesmos marcadores de dano oxidativo no cerebelo

destes animais, estes resultados estão representados na Figura 6. Quando

comparados ao Controle, os grupamentos -SH totais (A) se apresentaram

significativamente menores durante a coexposição a MP + MeHg(p=0,003). Além

disso, individualmente as exposições também foram capazes de reduzir os níveis de

-SH total, MP (p=0,0317) e MeHg (p=0,0053). A quantificação de -SH não protéicos

(B) indica que o grupo MP + MeHg causa uma perda significante dos níveis desse

marcador quando comparado com o grupo Controle (p=0,0092) e ao grupo MeHg

(p=0,0016), mas não quando comparado ao MP (p>0,05). O grupo MP + MeHg

apresentou aumento significativo nas quantidades de TBARS (C) em relação aos

grupos Controle (p<0,0001), MP (p=0,0249) e MeHg (p=0,0092). Os grupos MP

(p=0,0090) e MeHg (p=0,0132) também estavam significativamente elevados em

relação ao grupo Controle. Os Grupamentos carbonila (D) tiveram aumento

significativo em suas quantidades nas exposições a MP (p=0,0428), MeHg

(p=0,0339) e na coexposição a MP + MeHg (p=0,0038).

Os resultados das análises por ELISA do cerebelo dos animais testados

(Figura 7) indicam que as exposições à MeHg (p=0,0009) e ao MP + MeHg

(p=0,0002) aumentaram significativamente a quantidade de nitrotirosina (A), a

exposição conjunta também apresentou significância quando comparada ao grupo

MP (p=0,017). Observou-se aumento na quantidade de 4-HNE (B) nas exposições

à MP (p=0,0197), MeHg (p=0,0003) e durante a coexposição a MP+MeHg

(p=0,0013). A carboximetilisina (C) apresentou-se elevada durante a exposição

individual a MeHg (p=0,0471), mas seu aumento mais significativo foi observado na

coexposição a MP + MeHg (p<0,0001). A carboximetilisina também mostrou

significâncias das análises quando comparado os grupos MP vs MP + MeHg

(p=0,0069) e MeHg vs MP + MeHg (p=0,0134).
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4.4. Marcadores de dano oxidativo em córtex pré frontal

A Figura 8 apresenta os resultados da quantificação de marcadores de dano

oxidativo no córtex pré-frontal dos animais expostos. Para os grupamentos -SH

totais (A) e grupamentos -SH (B) não protéicos não foi observado relações

significativas entre os grupos (p>0,05). Os grupos MeHg (p=0,0135) e MP+MeHg

(p=0,0088) apresentaram aumento significativo nas quantidades de TBARS (C).

Também foi observado um aumento dos grupamentos carbonila (D) nas exposições

a MP (p=0,0453), à MeHg (p=0,0175) e durante a coexposição de MP + MeHg

(p=0,0065) quando comparados ao Controle.

Na Figura 9 está representada a quantificação dos marcadores avaliados por

ELISA no córtex pré-frontal dos animais expostos. Não fomos capazes de observar

uma alteração nos níveis de nitrotirosina (A), 4-HNE (B), ou carboximetilisina (C)

entre as exposições quando comparadas entre si ou quando comparadas com o

Controle.

4.5. Parâmetros comportamentais em animais expostos a MP e MeHg

4.5.1. Campo Aberto

Antes da eutanásia, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto.

Os dados coletados foram analisados pelo software Anymaze e os gráficos

demonstrados na Figura 10 foram construídos utilizando o Graphpad Prism. Durante

a exposição à MP + MeHg (p=0,0101), os animais apresentaram uma diminuição da

distância total percorrida (A), as outras exposições não alteraram a distância total.

Observou-se aumento no tempo de imobilidade (E) quando expostos a MP

(p=0,0368) e MP + MeHg (p=0,0066) se comparados ao grupo Controle. Para

distância total percorrida na periferia (F) observou-se um aumento da distância nos

grupos expostos a MeHg (p=0,0257) e a MP+MeHg (p=0,0263) quando comparados

ao Controle. Nos demais parâmetros comportamentais não foram observadas

correlações significativas (p>0,05).
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4.5.2. Labirinto de cruz elevada

O teste de labirinto em cruz elevada apresentado na figura 11, nos evidenciou

um aumento na distância total percorrida (A) nos grupos expostos a MP (p=0,0286)

e MP + MeHg (p=0,0199), quando comparados ao controle, a exposição MeHg não

apresentou alterações significativas (p>0,05). Observou-se também aumento no

tempo de estadia nos braços fechados (B) para as exposições a MP (p=0,0422), à

MeHg (p=0,0055) e para a coexposição MP + MeHg (p=0,0064), comparadas ao

controle. Em relação ao tempo no braço aberto (C), as exposições a MP (p=0,0376),

à MeHg (p=0,0002) e a coexposição MP + MeHg (p=0,0099) apresentaram redução

no tempo de estadia, comparadas ao grupo Controle. Os grupos MeHg (p=0,0394) e

MP+MeHg (p=0,0485) apresentaram um maior número de entradas no braço

fechado (E) quando comparadas ao grupo Controle. Obtivemos também redução

significativa nas entradas no braço aberto (F) para os grupos expostos a MP

(p=0,0243) e a MP + MeHg (p=0,0072), comparadas ao grupo Controle. Não

observou-se significância no tempo total de permanência na área central (D)

(p>0,05).

5. Discussão

5.1. Perda do conteúdo de Claudina-5 e Ocludina durante exposição ao MP e
MeHg causam aumento da permeabilidade da BHE

As proteínas de junção estreita da barreira hematoencefálica (BHE) são vitais

para manter a integridade das células endoteliais que revestem os vasos

sanguíneos cerebrais. A presença desses complexos proteicos no espaço entre as

células endoteliais cria um microambiente dinâmico, altamente regulado e restritivo

que é vital para a homeostase neural. Ao limitar a difusão de material entre o

sangue e o cérebro, as proteínas de junção estreita fornecem uma barreira protetora

que impede a passagem de material indesejado (Vieira et al. 2013). A perda da

integridade da BHE pode levar à disfunção da homeostase hídrica, edema e facilita

a entrada de mediadores inflamatórios no sistema nervoso central (SNC), assim

como anticorpos, proteínas plasmáticas e séricas e anafilatoxinas, culminando em

neuroinflamação (Zlokovic., 2008). Sua disfunção tem sido associada a várias
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doenças neurológicas (Abbott et al., 2010). Um estudo mostrou que os MPs podem

translocar (dependendo de sua hidrofilicidade) e atingir a circulação, especialmente

durante a inflamação devido ao aumento da permeabilidade tecidual (Browne et al.,

2008). Yang (2022) observou que MPs podem atravessar o trato intestinal e que

partículas de Poliestireno aumentam o risco potencial de distúrbios neurobiológicos

(Yang et al., 2022). De forma geral, nossos resultados indicam que MP e o MeHg

podem comprometer a integridade das junções estreitas, aumentando a

permeabilidade da BHE ao corante azul de Evans.

Observamos uma redução no conteúdo de Claudina-5 e Ocludina juntamente

com o aumento da permeabilidade ao corante azul de Evans (Figuras 1&2). Aqui

nós demonstramos que ambos os contaminantes, mas particularmente a

coexposição, são capazes de alterar a permeabilidade e adesão no tecido cerebral

e possivelmente a arquitetura do tecido, porém este último não está presente neste

estudo e é um dos pontos fracos desse trabalho. Alguns outros estudos já

demonstraram a elevada biodisponibilidade de partículas NPs quando comparadas

com MPs (Browne et al., 2008). Schirinzi et al (2017) estudaram a citotoxicidade de

nanomateriais e MPs comumente usados em células humanas cerebrais e epiteliais.

Seus resultados indicam que as partículas de poliestireno causam maior estresse

oxidativo do que as partículas de polietileno e atribuíram isso ao menor tamanho do

poliestireno em comparação com as partículas de polietileno (Schirinzi et al., 2017).

Também foi observado a permeabilidade da barreira hematoencefálica para

nanopartículas de poliestireno in vivo (Yang et al., 2004). Não obstante, o potencial

do NP de causar efeitos cerebrais já foi descrito em conjunto com alguns quadros,

como o Parkinson (Liu et al., 2023], e a encefalopatia hepática causada pela

contaminação por ferro (Liu, X, et al., 2022) e possivelmente outros contaminantes e

poluentes orgânicos. É evidente, que haja alguma espécie de efeito neurotóxico

observado durante a contaminação por NP e MP, porém ainda não são claros os

mecanismos pelos quais esse processo se desenvolve e qual a contribuição, se

existe, destas partículas durante o desenvolvimento ou seu efeito com outros

contaminantes.
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5.2. Exposição individual e conjunta a MP e MeHg causa aumento de
marcadores de dano oxidativo em diferentes tecidos cerebrais

Até o nosso conhecimento, poucos trabalhos avaliaram de forma completa o

perfil oxidativo durante a exposição com MP e nenhum utilizando a combinação de

MP e MeHg. Nas Figuras de 4-9 nós utilizamos diferentes técnicas e marcadores de

oxidação a macromoléculas para avaliar o dano oxidativo a algumas estruturas

cerebrais, o que até onde sabemos não foi feito extensivamente por nenhum outro

trabalho.

Após a contaminação por metilmercúrio, ele é absorvido pelo sistema

gastrointestinal, o metilmercúrio então sofre uma conjugação com a hemoglobina,

uma proteína intracelular predominante nos eritrócitos, e é subsequentemente

introduzido na circulação via porta-hepática. A distribuição subsequente do

metilmercúrio ocorre em todo o organismo, onde se observa uma afinidade

particular pela cisteína, um aminoácido que é um componente integral da maioria

das proteínas (Hong et al., 2012). Esta associação é facilitada pela proeminente

afinidade que o metilmercúrio demonstra pelos grupos sulfidrila (-SH). Isso resulta

na formação do complexo metilmercúrio-cisteína, que facilita o transporte para

diversas células e confere a capacidade de transpor tanto a barreira

hematoencefálica quanto a placentária (UNEP., 2008). A capacidade desta forma

química do mercúrio de atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) é atribuída à

sua lipofilia acentuada e à existência de transportadores neutros de aminoácidos. A

eficiência do transporte por meio desses transportadores é assegurada pela

similaridade estrutural entre o complexo metilmercúrio-cisteína e a metionina

(Carocci et al., 2014; Roos et al., 2012). Os mecanismos de neurotoxicidade do

MeHg são bastante complexos e muitos desconhecidos, mas podemos citar a

interação com os grupos tióis (-SH) e a ligação à glutationa (GSH). O metilmercúrio

exibe uma afinidade significativa para os grupos -SH, o que facilita a ligação deste

composto químico a diversos peptídeos presentes no organismo. Isso induz

alterações nas proteínas, que podem resultar na inativação de certas enzimas vitais

para a manutenção do equilíbrio redox (Bernhoft ., 2012). Além disso, a constante

ligação do metilmercúrio à cisteína diminui a biodisponibilidade deste aminoácido,

por exemplo, nos astrócitos. Como demonstrado pelos nossos resultados o MeHg

causou diminuição nas quantidades de -SH total em córtex total e cerebelo (Figura
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4&6). Estas células da glia têm a função de ceder cisteína aos neurónios para que

estes consigam sintetizar a glutationa (Antunes et al ., 2016). Já se acredita que o

sistema nervoso central é o alvo principal da ação tóxica do MeHg, através do

mecanismo de mimetismo molecular o MeHg pode combinar-se com grupos de

proteínas e aminoácidos, facilitando sua passagem pela barreira hematoencefálica

através de transporte ativo se ligando a cisteína. Isto forma o complexo

metilmercúrio-cisteína, sendo esta uma forma de maior deposição cerebral

(Hoffmeyer et al., 2006; Espitia at al., 2018a). Além da deposição cerebral e ação

neurotóxica, o MeHg também é descrito como teratogênico, imunotóxico,

mutagênico e carcinogênico, podendo levar a um desenvolvimento deficiente,

debilidade generalizada e morte prematura (Clarkson et al., 2003).

Como indicado por nossos resultados, não só os MPs têm a possibilidade de

acarretar um aumento da permeabilidade tecidual e dano oxidativo, mas o MeHg

também possui potencial de produzir danos em muitos sistemas, estando o ser

humano e várias espécies animais sensíveis a tal composto. Particularmente no

período de vida fetal e neonatal (Fagundes et al., 2022). Níveis totais de -SH são

utilizados para indicar no contexto do estresse oxidativo, excesso de espécies

reativas de oxigênio (ERO) uma vez que os grupamentos tiois podem ser oxidados,

resultando em uma forma modificada da molécula. Essa oxidação pode ser um

indicador do status redox. Nossos resultados indicam uma perda dos níveis de -SH

total em córtex total nos grupos MeHg e MP+MeHg e em cerebelo para todos os

grupos expostos, mas que não foi significativa no córtex pré-frontal. Grupamentos

-SH não-proteicos são em quase sua totalidade GSH (Farina et al., 2019). Aqui

observamos uma perda dos níveis GSH causado por um possível aumento de ROS,

como observado no cerebelo (Fig.6B), em contraponto a exposição a MP e a

coexposição apresentaram um aumento na quantidade de GSH em córtex total

(Fig.4B). A glutationa é um componente integral do sistema antioxidante endógeno,

desempenhando um papel crucial na proteção do nosso organismo contra o

estresse oxidativo, ao neutralizar as espécies reativas de oxigênio (ROS) em

elementos inertes. Por exemplo, a glutationa reduzida (GSH), por meio da ação da

glutationa peroxidase e do selênio, converte o peróxido de hidrogênio (H2O2) em

água (H2O). No entanto, devido à presença de cisteína na estrutura da GSH, o

metilmercúrio tem a capacidade de se ligar facilmente a este antioxidante, inibindo

sua atividade. A perda de grupamentos -SH no presente estudo, tanto para as
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exposições a MP e MeHg quanto para a coexposição (Figura 4A&6A), é um indício

de que o MP pode causar perda na quantidade de resíduos de cisteína, talvez por

mecanismos não diretos como a dano a moléculas através do aumento de espécies

reativas de oxigênio ou nitrogênio como expresso pelas análises de nitrotirosina

(Figura 5A&7A), como também pela captação desses resíduos quando em sinergia

com o MeHg.

Aqui não foram avaliadas ou quantificadas as atividades enzimáticas de

algumas enzimas antioxidantes, como SOD e Catalase por exemplo, o que é outro

ponto fraco do trabalho. Entretanto, o dano a macromoléculas pelos marcadores

utilizados aqui já é indicativo da perda da homeostase oxidativa e incorreto

funcionamento destas enzimas de detoxificação redox ou de vias de expressão de

fatores de transcrição responsáveis pela produção destas enzimas. Por outro lado,

um estudo indicou que em fígado de camundongos, MPs causam alterações

dose-dependentes no metabolismo energético (diminuição dos níveis de ATP,

aumento da atividade de LDH) e estresse oxidativo (aumento de GSH-Px e SOD,

diminuição da CAT). Curiosamente, a atividade da acetilcolinesterase no fígado

aumentou, enquanto alterações metabolômicas também sugeriram possíveis

alterações nos níveis de neurotransmissores, porém o tecido cerebral não foi

estudado (Deng et al., 2017). Deste modo é possível que partículas MP se

acumulem no tecido neural, juntamente com outros poluentes como o MeHg, que

também possui capacidade de bioacumulação, e, dessa forma, venham a causar

danos a nível celular, através de dano oxidativo proveniente de espécies reativas de

oxigênio (ROS). A revisão de Torres-Agullo et al (2021) cita que o estresse oxidativo

é produzido quando os microplásticos interagem com o indivíduo ou transportam

espécies oxidantes, tais como metais adsorvidos, gerando assim, espécies reativas

de oxigênio, tendo como consequência a liberação de citocinas pró-inflamatórias e

mediadores fibrogênicos, como resultado da saturação da resposta protetora

antioxidante (Torres-Agullo et al., 2021).

TBARS é utilizado como um marcador não específico de lipoperoxidação,

uma vez que pode reagir com aldeídos e outros compostos. Observamos um

aumento deste em córtex total (figura 4C), cerebelo (figura 6C) e em córtex

pré-frontal (figura 8C). O 4-HNE também foi utilizado como um segundo marcador

de dano oxidativo a lipídios. Os outros marcadores de dano oxidativo, incluindo

4-HNE, nitrotirosina e carboximetilisina, também apresentaram alterações
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significativas após a exposição ao MP e ao MeHg em diferentes estruturas cerebrais

e que foram mais proeminentes na coexposição a MP + MeHg (Figura 5C&7C), não

sendo observadas em córtex pré-frontal (Figura 9B). O estresse oxidativo é um

mecanismo conhecido de toxicidade do MeHg (Farina et al., 2011). No entanto, o

aumento do estresse oxidativo durante a coexposição a MP e MeHg sugere um

possível efeito sinérgico entre essas duas substâncias.

A quantificação de grupamentos carbonila pode ser usada para análises

redox juntamente com a carboximetilisina e a nitrotirosina para se observar

mecanismos de danos a proteínas como os causados por AGEs e que são

observados em doenças relacionadas à neurodegeneração, como o Alzheimer e o

Parkinson. Foram observados níveis significativamente aumentados de AGEs

intracelulares na maioria dos neurônios de pacientes com doença de Alzheimer

hereditário. Nesses indivíduos, níveis intraneuronais mais elevados de AGEs foram

observados mais cedo do que em pacientes com doença de Alzheimer esporádica

(Krautwald et al., 2010; münch et al., 2002). Os AGEs foram encontrados também

em astrócitos em cérebros mais velhos de indivíduos saudáveis e pacientes com

doença de Alzheimer, enquanto este não foi o caso em indivíduos controles jovens

(Chambers et al., 2020; Krautwwald et al., 2010.

Em resumo, os resultados sugerem que a exposição ao MP e ao MeHg

podem ter efeitos prejudiciais no cérebro de ratos Wistar, possivelmente através do

aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica, da disfunção das junções

estreitas e do aumento do estresse oxidativo. No entanto, são necessárias mais

pesquisas para entender completamente os mecanismos subjacentes a esses

efeitos e para determinar se esses resultados são aplicáveis a outras espécies,

incluindo humanos. Com isso em mente, também foram avaliadas possíveis

alterações comportamentais, através do ensaio de Campo Aberto e do Labirinto de

Cruz Elevada, que pudessem ser explicativas de algum comportamento típico,

oriundo desse dano observado nas diferentes estruturas cerebrais dos animais

expostos e que possam ser relacionados com problemas neurológicos.
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5.3. Aumento do comportamento do tipo ansioso devido a danos causados
por MP e MeHg

Enquanto o cerebelo é uma estrutura responsável pela coordenação motora

e equilíbrio, o Córtex é responsável pela comportamento e emoção, e danos a

cadeias proteicas e perda de cisteína nestes tecidos podem ser indicativos, no

contexto do cerebelo de sintomas como a ataxia cerebelar, um distúrbio do

movimento que pode afetar o equilíbrio e a marcha, o movimento dos membros, o

controle oculomotor, bem como a cognição e o afeto. Esses sintomas impactam

significativamente na capacidade funcional e na qualidade de vida (Zhang et al.,

2023). E para o córtex total podemos citar mudanças comportamentais ocasionadas

por disfunções executivas uma vez que o córtex como um todo pode desempenhar

funções variadas ( Dos Santos., 2024).

O resultado do teste comportamental de campo aberto sugere que os animais

expostos percorrem uma menor distância total (Fig.10A), principalmente durante a

coexposição e que animais expostos ao MP e ao MP + MeHg apresentaram um

maior número de tempo imóvel (Fig.10D), clássico do comportamento típico de

freezing observado em roedores. Além dos animais terem percorrido uma distância

menor, a análise dos vídeos dos grupos MeHg e MP + MeHg também indicaram que

estes animais percorreram uma maior distância na periferia da arena sem terem

passado menos tempo nessa região (Fig.10F&G), índices de comportamento de tipo

ansioso (Prut et al., 2003). Alterações na locomoção como elevado tempo imóvel

durante o teste de campo aberto e a tendência de roedores de seguirem um objeto

sólido por longas distâncias (tigmotaxia), como as paredes da arena por exemplo,

podem ser um indicativo de perda do comportamento exploratório típico causado

por danos neurológicos que refletem uma função cerebral anormal (Kraeuter at al.,

2019a).

Pode-se dizer, que a ansiedade está associada com a percepção do perigo,

com sentimentos de apreensão em expectativa à uma ameaça em potencial. O teste

do Labirinto de Cruz Elevada permite que se compare o tempo e número de

entradas em braços fechados e abertos do aparato, e se baseia na tendência

natural de roedores em evitar espaços abertos ou elevados, contrabalançado com

sua curiosidade inata em explorar algo novo, em teoria um animal menos ansioso

explora os braços expostos mais frequentemente do que um animal com
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comportamento típico ansioso (Kraeuter at al., 2019b). Apesar de não significativo

para o grupo MeHg, a análise dos vídeos do teste do Labirinto de Cruz Elevada nos

indicaram que todos os animais expostos apresentaram uma maior distância

percorrida (Fig.11A) durante o teste que o Controle. Além disso, os animais dos três

grupos expostos passaram mais tempo no braço fechado e menos tempo no braço

aberto (Fig.11B-C). O número de entradas no braço fechado também foi maior nos

animais no grupo MeHg e no grupo MP + MeHg (Fig.11E) e o número de entradas

no braço aberto menor apenas nos grupos MP e MP + MeHg (Fig.11F).

É importante notar, que ambos estes testes são demonstrativos de

comportamentos típicos em roedores e não necessariamente podem ser utilizados

como uma medida definitiva de um sintoma neurológico, como ansiedade ou

depressão por exemplo. Desse modo, eles devem ser utilizados em conjunto com

outros parâmetros para se afirmar com precisão possíveis condições

patofisiológicas que possam afetar os indivíduos. Não obstante, estudos anteriores

também relataram alterações comportamentais em animais expostos ao MP (Estrela

et al., 2021; Newland., 2004). Além disso, a avaliação de outras estruturas como

hipocampo, bulbo olfatório, tálamo e o emprego de outros testes comportamentais

como o teste de preferência de objetos, ou testes de novidade social e preferência

social podem ser desenvolvidos para melhor compreensão da relação

contaminante/comportamento.

6. Conclusão

Diversos poluentes persistentes são extensivamente estudados há alguns

anos e possuem seus efeitos mais elucidados, a contaminação por plástico,

entretanto, vêm recebendo atenção apenas nos anos recentes. Dessa forma, é

importante que possamos explorar o papel de contaminantes plásticos de diferentes

matrizes e todos os desdobramentos de seus efeitos, sejam os mecanismos

moleculares, os efeitos sinérgicos com outros contaminantes e seu possível papel

no desenvolvimento de outras doenças.

Em resumo, o presente estudo observou diminuição do imunoconteúdo de

Ocludina e Claudina-5 em cerebelo e aumento de permeabilidade de membrana em

cérebro total e fígado de ratos Wistar. Foi notada também a capacidade de danos

sinérgicos de MP e MeHg em cerebelo, córtex total e pré frontal demonstrado pela
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bateria de testes redox que evidenciaram diminuição de grupos -SH, aumento

quantidade de TBARS, aumento na quantidade de nitrotirosina e carbonila. Apesar

dos esforços para elucidação dos danos causados por Microplástico e

Metilmercúrio, mais estudos precisam ser desenvolvidos para corroborar as

hipóteses citadas por trabalhos já existentes. Os danos por estresse oxidativo

evidenciados em nossas análises demonstram que o efeito sinérgico dos

contaminantes estudados, aumentaram a lipoperoxidação em cerebelo, córtex total

e pré-frontal, a carbonilação em córtex total, cerebelo e córtex pré-frontal também

demonstrou alterações, observou-se também aumento da nitrotirosina em córtex

total e cerebelo demonstrando danos causados por espécies reativas de nitrogênio

(RNS), não só por efeito sinérgico que o MPs tem a capacidade de causar dano

oxidativo a lipídios, carbonilação de proteínas e aumentar a glicação avançada

(AGEs), mas também de forma isolada.

Apesar de utilizarmos da hipótese de dano sinérgico para os resultados

obtidos, a possibilidade de dano aditivo não foi descartada, pois algumas análises

demonstraram dano não somente pela coexposição mas também pelos

contaminantes de forma isolada.

Em nosso modelo, utilizamos animais de idade relativamente nova (30 dias) e

que foram analisados na forma juvenil (90 dias) enquanto alguns dos trabalhos

referenciados aqui utilizaram animais de idade um pouco mais avançada ou o

estudo de Liu (2022) que avaliou o papel destas partículas e da contaminação por

Ferro junto ao envelhecimento. Acreditamos que isso seja um ponto forte de nosso

trabalho, uma vez que é justamente durante esse período de desenvolvimento inicial

e da infância que algumas populações estão expostas aos contaminantes e que os

efeitos tóxicos podem acarretar em condições para a vida toda.
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ANEXO A

Figuras

Figura 1 :

Legenda: Quantificação do corante azul de Evans no fígado e cérebro total dos animais expostos, as unidades

de concentração estão em ug/uL. A esquerda representada pelo gráfico está a análise de fígado e a direita a

análise de cérebro total. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido de

pós teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio

padrão.
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Figura 2 :

Legenda : Quantificação de proteínas de junção em cerebelo através de western blotting, a quantificação das

bandas se deu através do software ImageJ e estão representadas por unidades arbitrárias ponderadas pela

banda de β-actina. Em (A) está representada a quantificação de Ocludina e em (B) está representada a

quantificação de Claudina-5. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido

de pós teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio

padrão.

Figura 3 :

Figura 3 : Imagens representativas das bandas de Ocludina (A), Claudina-5 (B) e B-actina (C). Obtidas através

de fotodocumentador marca G&E Healthcare® e posteriormente quantificadas no software ImageJ.
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Figura 4 :

Legenda : Quantificação de marcadores de dano oxidativo a diferentes macromoléculas, como grupamentos

tiólicos, lipídios e proteínas, em córtex total . Em (A) está representado o -SH total, em (B) -SH não protéico, (C)

apresenta a quantificação de TBARS, (D) quantificação carbonila utilizada para danos a proteínas. As médias

foram analisadas através de ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão

representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio padrão.
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Figura 5 :

Legenda : Quantificação de marcadores dano oxidativo em macromoléculas de córtex total, através de análises obtidas pelo

método de ELISA. Em (A) indica a quantidade de Nitrotirosina, em (B) 4-hidroxinonenal, em (C) quantidades de

carboximetilisina. Resultados estão expressos por porcentagem do Controle. As médias foram comparadas entre si e

analisadas por ANOVA de uma via seguido de pós teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão representadas por *

quando p<0,05. Média 土 desvio padrão.
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Figura 6 :

Legenda: Quantificação de marcadores de dano oxidativo a diferentes macromoléculas, como grupamentos

tiólicos, lipídios e proteínas, de cerebelo . Em (A) está representado o -SH total, em (B) -SH não protéico, (C)

apresenta a quantificação de TBARS, (D) quantificação carbonila utilizada para danos a proteínas. As médias

foram analisadas através de ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão

representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio padrão.
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Figura 7 :

Legenda: Quantificação de marcadores dano oxidativo em macromoléculas de cerebelo, através de análises

obtidas pelo método de ELISA. Onde , (A) indica a quantidade de Nitrotirosina, em (B) 4-hidroxinonenal, em (C)

quantidades de carboximetilisina. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via

seguido de pós teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão representadas por * quando p<0,05. Média

土 desvio padrão.
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Figura 8 :

Legenda: Quantificação de marcadores de dano oxidativo a diferentes macromoléculas, como grupamentos

tiólicos, lipídios e proteínas, em de córtex pré-frontal. Em (A) está representado o -SH total, em (B) -SH não

protéico, (C) apresenta a quantificação de TBARS, (D) quantificação carbonila utilizada para danos a proteínas.

As médias foram analisadas através de ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. As diferenças

estatísticas estão representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio padrão.
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Figura 9 :

Legenda : Quantificação de marcadores dano oxidativo em macromoléculas de córtex pré-frontal, através de

análises obtidas pelo método de ELISA. Onde , (A) indica a quantidade de Nitrotirosina, em (B) 4-hidroxinonenal,

em (C) quantidades de carboximetilisina. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de

uma via seguido de pós teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão representadas por * quando

p<0,05. Média 土 desvio padrão.
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Figura 10 :

Legenda :Dados comportamentais para o teste de Campo Aberto analisado através do software Anymaze, as

distâncias estão representadas em metros e o tempo por região está representado por segundos. Em (A)

distância total percorrida, (B) distância total na área central, (C) tempo na área central, (D) tempo total de

imobilidade, (E) distância total na região periférica, e (F) tempo total na área periférica. Com os dados obtidos do

software, as médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido de pós teste de

Bonferroni. As diferenças estatísticas estão representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio padrão.
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Figura 11 :

Legenda : Dados comportamentais para o teste Labirinto de Cruz Elevada analisados pelo software Anymaze;

Em (A) distância total percorrida, (B) tempo no braço fechado, (C) tempo no braço aberto, (D) tempo na região

central, (E) entradas no braço fechado, (F) entradas no braço aberto.As médias foram comparadas entre si e

analisadas por ANOVA de uma via seguido de pós teste de Bonferroni. As diferenças estatísticas estão

representadas por * quando p<0,05. Média 土 desvio padrão.


