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RESUMO

A exposicdo ao metilmercario (MeHg) causa danosrad@gicos
severos em animais e humanos, no entanto, a fisggria de tais
alteracdes ainda ndo estd completamente elucidadata forma,
investigou-se o efeito da exposicdo oral ao MeHgreedores sobre
parametros comportamentais e bioquimicos, incluiadésiologia e
morfologia mitocondrial. A exposicéo repetida (2d4s)l ao MeHg (20 e
40mg/L) provocou um comprometimento da memoriaréogorazo do
tipo discriminativa, fato que foi evidenciado pélabilidade reduzida
dos animais em reconhecer um novo objeto no seueatabfamiliar.
Este prejuizo cognitivo correlacionou-se com  déficias
bioenergéticas no sistema nervoso central (codmbeal) e na periferia
(plaquetas), as quais foram manifestadas com rechagi atividades da
NADH desidrogenase e complexos Il e lI-lll, bem cona creatina
cinase mitocondrial (mtCK), no cértex cerebral,oencum aumento no
consumo de oxigénio em plaquetas de sangue peoifétor outro lado,
a analise de microscopia eletrbnica mostrou umacémna quantidade
de mitocOndrias no coértex cerebral de animais in&mos. Ainda, foi
observado um predominio de organelas tubularesrisgg que a
morfologia mitocondrial estaria sendo controladdo pprocesso de
fusdo. Para melhor entender o efeito toxico do Meblgre a fungéo
mitocondrial, preparacdes de cortex cerebral deundongos foram
expostas ao mercurial (0-1500 pM). Este tratampragocou aumento
na producéo de J@,, inibicdo da reducdo do MTT e da atividade da
NADH desidrogenase, e aumento na formacao de dactagerindo que
a producdo energética cerebral estaria compromet@daresenca de
MeHg. Considerando que estes tratamenitosyivo e in vitro com
MeHg, induziram disfuncdo mitocondrial e estressiaiivo (inibicdo
da enzima mtCK), procurou-se investigar os efai@&oadministracdo
do composto neuroprotetor difenil disseleneto -hS@ -
(administracdo subcutanea; 5 pmol/kg) em animaxicados com
MeHg. O tratamento com (Phgejeveniu as alteracdes ultraestruturais
e o efeito inibitério do mercurial sobre a atividada mtCK em
camundongos expostos ao MeHg. Assim, estes dadosoejunto,
indicam que a intoxicacdo por MeHg compromete ail@ade celular
provavelmente por induzir estresse oxidativo mimat@l, que
posteriormente estimularia o processo de fusdocomtrial a fim de
conservar ostatusenergético cerebral. Adicionalmente, a partir @est



trabalho, pode-se propor que, por um lado, o cometimento do

consumo de oxigénio em plaquetas € um marcadoliveres ndo

invasivo do prejuizo energético cerebral induziétapntoxicacéo por
MeHg, e por outro, que o uso de (PhS®)deria prevenir os efeitos
téxicos deste mercurial organico.

Palavras-chave: metilmercuario, respiragdo mitocondrial plaquetaria
disfuncdo mitocondrial, difenil disseleneto.



ABSTRACT

Considering that methylmercury (MeHg) exposure eausevere
neurological damage in animals and humans, we haestigated the
effects of MeHg poisoning on mitochondrial physgdn the brain and
peripheral platelets of poisoned mice. Adult malecemexposed to
MeHg (20 or 40mg/L) for twenty-one days showedduoed ability for
short-term object recognition. This MeHg-inducedei@d behavior,
indicating discriminative short-memory impairmengs correlated with
reduced NADH dehydrogenase, complex Il and ll-@tidties in the
cerebral cortex and with impaired systemic platelgigen consumption
of intoxicated mice. Moreover, electron microscaomyalysis showed
enlarged and fused mitochondria leading to a retlucember of
organelles in the MeHg-exposed cerebral cortexthEamore, cortical
creatine kinase (CK) activity, a sensitive oxidatistress sensor, was
almost abolished by the treatment. Next, MeHg-irduenergetic
impairment was studied in detail by evaluating thevitro effect of
MeHg exposure (0-1500 pM), in brain preparationgeHg-exposed
cortical slices evidenced the increase of hydrggemoxide production,
inhibition in MTT reduction and increased lactaterniation. In
addition, marked reduction of NADH dehydrogenag#viag in cortical
homogenates exposed to MeHg, during 15 or 60 nmsnwias observed.
Since thein vivo andin vitro MeHg-treatments induced mitochondrial
dysfunction and oxidative stress, the effect frommadministration of
diphenyl diselenide - (PhSe)— (subcutaneous administration;
5umol/kg) was also investigated in MeHg-poisoned mi¢ehSe)
treatment prevented from ultrastructural changemamondrial content
and the inhibitory effect on CK activity on MeHggosed mice.
Therefore, these data strongly indicate MeHg paigpnprobably
compromises cell viability, by inducing mitochoralrbxidative stress,
which could induce, in turn, to a mitochondrial iius in order to
conserve brain energy status. Additionally, we halg® demonstrated
that impaired systemic platelet oxygen consumpison sensitive and
non-invasive marker of the brain energy deficitduiced by MeHg
poisoning, and brain mitochondrial parameters cdagdprevented by
(PhSe) co-administration.

Keywords: methylmercury, platelet mitochondrial respiration,
mitochondrial dysfunction, diphenil diselenide
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1 INTRODUCAO
1.1 METILMERCURIO

O metilmercurio (MeHg; CkHg') é um poluente ambiental
encontrado primariamente no ambiente aquaticoddesimetilacdo do
mercurio por microrganismos (Ullrich, 2001). O miete (Hg) presente
no meio ambiente advém de fontes naturais, comgsd@mioceénica,
depdsitos minerais, vulcdes e degradacdo da cresaafropogénicas,
como fabricacdo de cloro e soda, fabricacdo deelymer elétricos,
lampadas a vapor, fungicidas, inseticidas, minerdedouro e queimada
de florestas (Clarkson et al., 2003, Olivares, 2603heiro, 2009).

1.1.1. Ciclo do mercurio

O ciclo global do Hg inicia-se com a sua evaporagam a
atmosfera. O vapor de Hg é um gas monoatémico qaimente estavel
e seu tempo de permanéncia na atmosfera € estingmo
aproximadamente um ano. Assim, o vapor de Hg ldmerauma
determinada regido é distribuido globalmente (Glamk 2002). Na
atmosfera, o vapor de Hg pode sofrer oxidacdo adlialente HE?,
através de contato com elementos atmosféricos caigénio, ozbnio e
cloro. Quando ionizado, 0 Hg torna-se mais soléwalijeito a deslocar-
se da atmosfera, retornando aos meios terrestrequatieo por
precipitacdo, sendo esta a maior fonte de merdmpmsitado no meio
ambiente (Figura 1) (ATSDR, 1999, Clarkson et 2003, Vecchio,
2005, Clarkson and Magos, 2006).

No ambiente aquatico, o Hg pode ser convertido eshid/ipor
bactérias anaerdbias redutoras de sulfato. Comécunial organica, o
MeHg pode penetrar rapidamente na bicamada lipidica isso
apresenta enorme potencial de biomagnificacdo: aecentracdes
aquaticas de 1 ng/L a mais de 1 mg/kg em pesdvoiros (Nielsen
and Andersen, 1992, Hintelmann, 2010). Assim, acjpal via dietética
de exposicdo humana ao MeHg é por ingestdo desfrdm mar
contaminados para adultos e via leite materno @a@acas (Nielsen and
Andersen, 1992, Clarkson, 1997).
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Flgura 1 Ciclo do MercUrio na natureza (adaptagl€thrkson et aI 2003)

No Brasil, a Portaria 685, de 1998, do Ministér@goShude, fixou
as “concentragbes maximas de contaminantes quireimoalimentos”
registrando, para o Hg, os valores de 0,5 mg/Kg paixes e produtos
da pesca (exceto predadores) e 1,0 mg/kg para spgisedadores
(Brasil, 1998).

1.1.2. Distribuicdo do metilmercario e efeitos da exposigd ao
mercurial em animais € humanos

O MeHg proveniente da dieta é absorvido pelo trato
gastrointestinal (aproximadamente 90%), o que imitpara sua alta
disponibilidade e, consequentemente, toxicidadefundindo-se
rapidamente pela corrente sanguinea (Nielsen arder8en, 1992,
Clarkson, 1997).

Os cétions CkHg" (MeHg) e HG? possuem alta afinidade
guimica por grupos tidis (R-S-) e sofrem rapidadrde um grupo tiol
para outro, tanto intra quanto intermolecularmeita. circulacdo, o
mercurial liga-se a residuos de cisteina livresluindo a glutationa
reduzida (GSH), ou proteinas plasmaticas (principate albumina,



18

devido a sua alta concentracdo) ou eritrocitaripengipalmente
hemoglobina) (Clarkson, 1993). Caso interaja coasgina, 0 MeHg
pode ser transportado a diferentes tecidos por fisime molecular com
0 aminoacido metionina (Figura 2) (Clarkson, 19B3rina, 2011a),
através do transportador de aminoacidos neutroslL(&Tarkson, 1993,
Yin et al., 2008).

- - - - - -
CHzHg™ + 7S-CHp (IZI'I coo CISTEINA

l NH3

CH3z-Hg-S-CHp-CH-C00™

COMPLEXO
CISTEINA - MeHg

1
NH3

CHz-5- CH2-CH2-CH-CO0 "~
| . METIONINA
NH3

Figura 2 Estruturas quimicas da cisteina, complexo cisteimatilmercurio e
da metionina (Adaptado de Clarkson, 1993).

Apoés sua absor¢cdo, 0 MeHg € distribuido entre sadigaos,
sendo que mais de 10% do MeHg é retido no cérebye faz do
sistema nervoso central (SNC) o alvo mais sensdvekeus efeitos
(Skerfving, 1974), e um dos principais alvos deudst sobre a
intoxicacdo por MeHgClarkson, 2002). Além disso, o MeHg atravessa
a placenta, acumulando-se preferencialmente nobrcéréetal em
concentracdes maiores que aquelas encontradas ngoiesanaterno
(Inouye et al., 1986, Cernichiari et al., 2007) n€aquentemente, seus
efeitos deletérios, tanto comportamentais como esembolvimento
fetal, sdo observados logo apds o nascimento,ipaineente quando a
exposicdo ocorre durante os estagios iniciais dserd@lvimento
cerebral, mesmo se a gestante ndo apresentar diaistoxicacdo
(Marsh et al., 1995, Myers and Davidson, 2000, @distt al., 2001,
Costa, 2004, Burger et al., 2006, Johansson €2G@07, Grandjean and
Herz, 2011). Estudos experimentais demonstramanie b Hg quanto
0 MeHg podem ser excretados no leite materno, noiige esta uma
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forma de contaminacédo na fase lactacional (Mamfrai., 2004, Franco
et al., 2006).

Apés exposicdo ao MeHg, varias regides cerebraibeex
alteracBes patologicas. Estas alteragfes sdo edradas por massiva
neurodegeneracdo associada a desorganizagdo detargicelular do
cértex cerebral e a severa atrofia das folias edmeds (Hunter and
Russell, 1954, Choi, 1989, Leyshon-Sorland et #3094, Eto et al.,
1999). Desta forma, a exposicao ao MeHg causa daurspatoldgicos
severos e irreversiveis tanto em animais quantohemanos (Choi,
1989, Gilbert and Grant-Webster, 1995, Rice andoBar 2000,
Clarkson et al., 2003). Os principais conhecimestze a toxicidade
do MeHg foram obtidos apés episddios catastréfamsontaminacao,
como, por exemplo, o ocorrido no Japdo, na década980, o qual
ficou conhecido como “doenca de Minamata” (Clarks@002). A
populagdo local, essencialmente pesqueira, comegoapresentar
sintomas neuroldgicos, além do nascimento de @asangcom
deformidades e problemas no desenvolvimento medtaicluiu-se que
a populagéo estava exposta ao MeHg pelo consurpeigies de aguas
severamente poluidas pelo despejo de efluentesndéstrias locais
(WHO, 1976, Harada, 1995, Clarkson, 2002). No t@s$e evento teve
41 casos fatais e 22 casos dos entdo chamados tetblinamata”, de
maes expostas cronicamente ao MeHg (Ferguson gadskg 2007).

Outro evento importante de intoxicacdo pelo MeHgrieu na
zona rural do Iraque na década de 1970, quandxia@damente
40.000 pessoas ficaram doentes e centenas morpataalimentarem-
se de paes feitos com gréos que haviam sido tsataamo um fungicida
a base de Hg orgéanico (Bakir et al., 1973, Clark2602).

A exposicdo aguda ao MeHg induz desmielinizacasfud¢éo
autondmica, atraso na conducdo do nervo sensuiigtacdo neuronal
anormal e divisdo celular anormal no SNC (Myers Badidson, 2000,
Stein et al., 2002, Sanfeliu et al., 2003, Spurg@606). Os sintomas de
toxicidade crénica incluem parestesia, neuropataifgsica, ataxia
cerebelar, acatisia, espasticidade, perda de mgmadaeméncia,
constricdo da visdo, disartria, deficiéncias aualitie nas sensacdes de
odor e paladar, tremores e depressdo (Choi, 1988 rGand Grant-
Webster, 1995, Rice and Barone, 2000, Clarkson2,28in et al.,
2002, Clarkson et al., 2003, Spurgeon, 2006). Nestdéexto, estudos
pos-morte relataram danos a varias areas ceredpas exposicdo ao
MeHg, representadas principalmente por alteracbesoldmicas
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cerebrais e cerebelares (Hunter and Russell, 18t et al., 1999).
Sabe-se que a toxicidade do MeHg exibe um periedatéincia apos a
exposicdo, de tal ordem que, quando os sinais tenss clinicos
aparecem, geralmente é tarde demais para revertdarms causados
pelo metal (Clarkson, 1997).

Estudos experimentais com animais expostos ao Mebfgram
gue comportamentos relacionados a func¢des visumstodo de
sensibilidade ao contraste visual; Burbacher et28105), cognitivas
(teste da esquiva inibitéria; Ferraro et al., 20G9) emocionais
(comportamento depressivo avaliado no teste do nfmigado;
Onishchenko et al., 2007) sdo afetados pela exgmsio MeHg. Além
disso, alteragbes de movimento, consistindo praiicipnte de ataxia e
perda de equilibrio, foram extensivamente relatados estudos
experimentais usando animais expostos ao MeHgr{ghett al., 2005,
Farina et al., 2005, Lucena et al., 2007). Estesusidos como um
importante parametro comportamental para correlacio danos
celulares/histolégicos e mudancgas bioquimicas appssicdo a MeHg
(Franco et al., 2006, Carvalho et al., 2007, Caak al., 2008).

1.1.3. Mecanismos moleculares envolvidos na neurotoxicided
induzida por MeHg em animais e humanos

Os principais eventos moleculares envolvidos naatexicidade
induzida pelo MeHg descritos até o presente saoeatamnas
concentracdes de célcio {gintracelular, na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nas concentragcdesgldamato
extracelular via inibicho da captacdo deste neamsimissor pelos
astrécitos (Limke and Atchison, 2002, Aschner gt24107, Farina et al.,
2011). Evidéncias sugerem que o MeHg depositaireipalmente nos
astrocitos no SNC (Garman et al., 1975, Aschne®p,1€harleston et
al., 1996), provocando inibicdo da captagdo deagiato, cistina e
cisteina, afetando de forma prejudicial o contettacelular de GSH e
0 estado redox destas células (Brookes and KtiS89, Dave et al.,
1994, Allen et al., 2001a, Allen et al.,, 2001b, &= et al., 2001,
Shanker and Aschner, 2001, Shanker et al., 2003).

Os eventos envolvidos na neurotoxicidade do MeHzeagem
em grande parte das suas propriedades eletrofiticas permitem sua
interacdo com grupos nucleofilicos (principalmetitiés e selendis) de
biomoléculas de baixo e alto peso molecular (Faeihal., 2011). A
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interacdo do MeHg com grupos nucleofilicos nas biéoulas é
responsavel, pelo menos em parte, pela inducastdesse oxidativo,
condicé@o definida como um desequilibrio entre alpcdo de espécies
reativas e as defesas antioxidantes do tecidoydesndo a primeira
(Cadenas and Sies, 1985, Sies and Cadenas, 198&yeHaand
Gutteridge, 1990). Além disso, o MeHg pode prejadie atividade de
proteinas, como a glutationa peroxidase (GPx)edioxina (Trx) e
tioredoxina redutase (TrxR), envolvidas no sistami@xidante celular,
contribuindo para o comprometimento do equilibedax normal das
células cerebrais (Nogueira and Rocha, de Freitak, 2009, Franco et
al., 2009, Carvalho et al., 2010, Glaser et al102) Wagner et al.,
2010a, Wagner et al., 2010b, Branco et al., 20&Frditas and Rocha,
2011, Farina, 2011b).

Aparentemente, todos estes mecanismos poderiamraoeter
a funcdo mitocondrial com eventual prejuizo no imgfamo
energético. Recentemente, mostrou-se que o MeHgnudatse
preferencialmente nas mitocondrias e que as mithi@n cerebrais
seriam mais susceptiveis que as hepaticas ao dddhativo induzido
pelo toxicante (Mori et al.,, 2007). O MeHg pode jpdecar o
funcionamento mitocondrial, por interagir com pfoés especificas que
contem grupos tiéis, incluindo os complexos |, 114l IV da cadeia
respiratoria e a creatina cinase mitocondrial (MtG&laser et al.,
2010a, Glaser et al., 2010b). A inibicdo da atid&laestes complexos
podem contribuir para a reducdo do potencial transionana
mitocondrial (Yin et al., 2007), liberacdo de cimmo ¢ no citoplasma
(Shenker et al., 2002), seguido por ativacdo dpasas (Belletti et al.,
2002, Shenker et al., 2002), abertura do poro dengsbilidade
transitoria mitocondrial e consequentemente apeptBsagadin et al.,
2002). Estes efeitos mitotoxicos do MeHg foram dielaados com
decréscimos nas concentracbes de adenosina-Sfatdo (ATP)
indicando a ocorréncia de prejuizo energético (et al., 2005).

1.1.4. Compostos neuroprotetores contra a toxicidade induda
pelo MeHg

Até o presente, ndo sdo conhecidas terapias eficpaea
minimizar os efeitos toxicos do MeHg. O uso de goids de metais
tem sido uma alternativa para os profissionais dade para o
tratamento de condi¢cBes cronicas (Rush et al.,)2008ste sentido, o
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tratamento clinico primario da exposicdo aguda #aiseesados €
realizado pela administracdo de compostos nudkamdil contendo
grupos tidis, como acido meso-2,3-dimercaptosucciiDMSA) e o
2,3-dimercapto-1-propanosulfonato (DMPS) (Rishedt &amler, 2005,
Rush et al., 2009), que mobilizam e removem efetergte moléculas
de metais toxicas enquanto mantem concentracfegdstéticas de
metais essenciais como zinco (Andersen, 2004). etamtio, a
estabilidade destes compostos em solugbes aquoséimitada,
resultando em disponibilidade reduzida para o nsdwemanos, e ainda
com uma propensdo para mobilizar outros mineraiscipalmente
cations divalentes essenciais para os numerosesgaas fisiolégicos
(Mann and Travers, 1991, Grandjean et al., 1997guliva et al.,
2003b, Risher and Amler, 2005).

Por outro lado, aN-Acetilcisteina (NAC), um antioxidante
contendo um grupamento tiol, também tem sido atliz para
minimizar varias condicbes de estresse oxidatidoZidas pelo MeHg.
Acredita-se que a acao antioxidante da NAC estejfaulada com a sua
capacidade de estimular a sintese de GSH (Moldeak, 4986) e de
remover EROs (Aruoma et al., 1989). Alguns estuddisam que NAC
também tem atividade quelante sobre varios metsados (Banner et
al., 1986), além de aumentar a excrecédo de MeHgedwores (Ballatori
et al., 1998, Aremu, 2008).

Nogueira e colaboradores (2004) sugerem que 0S asi0Y
contendo selénio (Se) podem ser bons candidatosatemento de
intoxicacdes com MeHg. A interagdo entre Hg e Seirfigialmente
reportada por Parizek e Ostadalova (1967) que detmasam o efeito
protetor de selenito de sodio (forma inorganica Sk contra a
toxicidade de Hg. Posteriormente, Ganther e cotalwes (1972)
observaram que este composto diminuia a mortalidadperda de peso
induzida pelo mercurial.

O Se é um nutriente essencial necessario para tesesire
atividade de aproximadamente vinte e cinco enzimas, modulam o
estado redox e antioxidante das células (Saitb, t99, Bianco et al.,
2002, Panee et al.,, 2007). Neste cenério, tem-gerido que o Se
protege contra a toxicidade do Hg por regular aesgdio e conteddo
proteico de enzimas antioxidantes. Além disso,radoreduzida do Se
apresenta uma constante de afinidade pelo Hg namiogue outros
compostos que contenham grupamentos tidis (Claykk@8v, Yoneda
and Suzuki, 1997). Assim, assume-se a ligacacadinetre Se e MeHg
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como um dos mecanismos responsaveis pelo efeitetpralo Se na
intoxicagdo com Hg (WHO, 1976, WHO, 1990, Lee et ap04,

Clarkson and Magos, 2006, Yang et al.,, 2007). Nesteesso de
desintoxicacdo, o Se forma um complexo com o Hggldg, que parece
ser metabolicamente inerte (Skerfving, 1978, Rayim@0©04). Assim
sendo, a sintese e a investigacdo de propriedadesdologicas de
compostos organicos de Se tem sido objetivo devéstudos.

O difenil disseleneto - (PhSe), composto organico contendo
selénio, tem atividade mimética da GPx (Wilson, 9&ste efeito
pode apresentar propriedades prejudiciais ou hmséfiependendo da
dose e via de administracdo usada nos protocolperigentais em
roedores (Ghisleni et al., 2003, Nogueira, 2003judara et al., 2003a,
Meotti, 2004, Burger et al., 2006, de Bem et &07). O (PhSg}Yem se
mostrado eficaz em proteger tecidos como cerebelfigado de
camundongos de alguns efeitos toxicos induzidoa pgposicdo ao
MeHg a longo prazo (de Freitas et al., 2009). Aacagade antioxidante
deste composto ja foi mostrada por alguns pesquisadGhisleni et
al., 2003, Burger et al., 2004, Posser et al., 2006hese et al., 2007a,
Luchese et al., 2007b, Posser et al., 2008, Staliet al., 2010),
enquanto outros mostraram efeitos anti-inflamatériantinociceptivo
(Nogueira et al., 2003a, Zasso et al.,, 2005), afemhepatoprotetor
(Borges et al., 2005, Borges et al., 2006) e artgénico (de Bem et
al., 2008, de Bem et al., 2009, Hort et al., 2011).

1.2. ALVOS CELULARES POTENCIALMENTE MODULADOS
PELO MeHg

1.2.1. Mitocobndria

A mitocbndria € a organela celular responséavel pakior
producéo liquida de energik. delimitada por uma dupla membrana,
uma externa, de origem eucarittica, e outra interaeacterizada pela
auséncia de colesterol e presenca de cardiolipimaglemento tipico
das membranas bacterianas. A membrana interna anioaga em
dobras caracteristicas, denominadas cristas, as sgi@sobressaem na
matriz e acomodam os complexos da cadeia respaatém células
saudaveis, a membrana interna é impermeavel a(katda, 2010), o
gue permite a cadeia de transporte de elétrons)(EEf@ar ativamente
um gradiente de prétons no espaco intermembrangsoténcial de
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membrana mitocondriah®m) resulta da diferenca de potencial elétrico
e quimico gerada pelo gradiente eletroquimico agrada membrana
interna. Através da fosforilacdo oxidativa, a mitedria desempenha
seu papel essencial de suprir a célula com enprgiabdlica na forma
de ATP (Figura 3) (Jezek, 2005).

A maquinaria molecular para a trasferéncia energéti
mitocondrial estd constituida por enzimas presentes matriz
mitocondrial (ciclo de Krebs), e por proteinas oigadas de maneira a
formar um agrupamento localizado na membrana mithtal interna
(ETC). Os complexos proteicos envolvidos na tra@sida de energia e
respiracdo celular sdo codificados pelo genomaeau@ mitocondrial
(Di Donato, 2000).

Membrana interna
Impermedvel para a maioria das

ATP iitise moléculas pequenas e fons,
(Fof)) inclusive H™
Matriz e Contém:

Contém:
- Complexo da piruvato desidrogenase
- Enzimas do ciclo do dcido citrico - ADP/ATP translocase
- Enzimas da p-oxidagdo dos 4cidos graxos -ATP sintase (FoF|)
- Enzimas da oxidagdo dos aminodcidos . cristas - Transportadores da membrana interna
- DNA, ribosomos tibosomos \W
- Muitas outras enzimas
- ATP, ADP, Pi, Mg+2, Ca+2, K+
- Muitos intermedidrios metabolicos soldveis

- Transportadores respiratorios de elétrons
(complexos L a 1V)

espago intermembranoso
matriz

Membrana externa
Totalmente permeével
para pequenas moléculas e fons

Figura 3.Anatomia bioquimica da mitocéndria (adaptado denirgger et al.
(2004)).

1.2.1.1.Cadeia respiratéria e fosforilagdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa, constituida pelo processmplado da
transferéncia de elétrons pela ETC e pela fosf@iado difosfato de
adenosina (ADP), é responsavel pela sintese de quéstalidade do
ATP gerado nas células do SNC, e, também, em otgmdos com
grande necessidade de energia, como coracdo e Imiesnuelético
(Marks, 1996, Adhihetty et al.,, 2003). A maior partla energia
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requerida pelo cérebro, e gerada pela mitoconéinisada para inverter
0 movimento de ions que provocam potenciais de a@dransmissao
sinaptica em neurbnios. A mitocondria também sdrpestampona o
célcio citoplasmatico; assim, sua localizacdo dessima um papel na
regulacdo local da dinamica do célcio intracelu(@olanos and

Almeida, 2010, MacAskill and Kittler, 2010).

A fosforilacdo oxidativa é também responsavel p&loP
produzido em células sanguineas como as plaqugtiasséo restos
celulares derivados de megacariécitos de medutadssjue contém de
duas a oito mitocondrias por elemento (Chernyak518ooyse et al.,
1968). Alguns pesquisadores vém propondo a avaliggdproducao
energética em plaquetas como um marcador sistédecalteracdes
centrais, como por exemplo, na senescéncia e enta®oeelacionadas a
idade (Kunz et al., 1995, Pich, 1996, Xu et alQ70

A fosforilagdo oxidativa é um processo que requencao
orquestrada dos cinco complexos enziméaticos orgdoizna ETC. Os
elétrons oriundos da nicotinamida adenina dinuieot (NADH) e da
flavina adenina dinucleotidio (FADM provenientes do ciclo de Krebs
e de outras reac¢les catalisadas por desidrogers@sesiansferidos a
ETC, e tem o oxigénio molecular como aceptor fifimgte processo é
acoplado a translocacdo de prétons através da raselonitocondrial
interna e a sintese endergbnica de ATP, empregaomdo forga motriz
a energia armazenada como gradiente eletroquinsigdons (Figura
4) (Di Donato, 2000).

A transferéncia de elétrons e o bombeamento dermsdeventos
ligados a respiracdo, sdo realizados pela ETC. Omplexos
enzimaticos da ETC compreendem a maior parte dageipas
embebidas na membrana mitocondrial interna. Cadaplexo é
constituido de varias subunidades proteicas geacmtram associados
com uma variedade de grupamentos prostéticos coem@al de oxi-
reducdo sucessivamente maiores (Voet, 1995).

Os elétrons que provém principalmente da glic@isi ciclo de
Krebs sédo doados através do NADH e entram pelo lexap (NADH
— Coenzima Q redutase), o qual transfere estasmddpara a coenzima
Q (CoQ), também chamada de ubiquinona. Este compdem maior
componente proteico presente na membrana mito@bridterna e é
formado por sete unidades codificadas pelo DNA coiarial e pelo
menos por 34 subunidades codificadas pelo DNA au¢Moet, 1995;
Di Donato, 2000. O Complexo | possui uma molécuta flhvina
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mononucleotideo (FMN) como grupamento prostétiate eseis a sete
centros ferro-enxofre, os quais participam da feméacia de elétrons.
O NADH é capaz de transferir dois elétrons, e a FBINCoQ séo
capazes de aceitar um ou dois elétrons de cadgeizsuas formas
semiquinonas sao estaveis.

i A Cyt ¢
" P T, pran I8 r'f’.-_-jl Y Fapago
f |/," \; "-".'; ™ YW intermeimbranas
e — e ——, 1 i
Vaaliy 1
A | o !|,H | 1 0 ;
| bl S LY Fl.rﬁlt.q.i: 5
/ f | e 5
o i Fumarato o 04+ 2H ]
e Succinato = ja +
ol o W ADP 4+ P, o
NaADH « H® NAD*® " ] ey
L
Matriz Py o
ATP ¥
I H*
| Podencial Sintese do ATP HPenencial
gitlmico | eperpnsadn elitrics
{alealing P pela forge ‘€ [negativo
Ao ey prddon-madiva no nerion )

Figura 4 Proteinas envolvidas na fosforilacdo oxidativa éado de
Lehninger et al. (2004)).

O complexo Il (Succinato — Coenzima Q redutasepréposto
por quatro subunidades proteicas, dentre elas @amanzimérica
succinato desidrogenase, componente do ciclo debsKréodas
codificadas pelo DNA nuclear. Neste complexo, @rehs provindos
do FADH, sédo doados para a CoQ. Estdo presentes um FAD
covalentemente ligado a succinato desidrogenase, cgmtros ferro-
enxofre e um citocromb560(Voet, 1995; Di Donato, 2000).

Os elétrons provindos da CoQ séo transferidos pararreador
mével de elétrons, o citocronooatravés do Complexo Il (Coenzima Q
— Citocromoc redutase). Este complexo esta arranjado assinmagita
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na membrana mitocondrial interna contendo 11 sulawgieis, onde trés
delas contém centros redox utilizados na geracé&ndmia. Estas trés
unidades chaves estdo representadas pelo citodroamico codificado
pelo genoma mitocondrial, um centro ferro-enxofreo ecitocromo
cl(Saraste, 1990).

O Complexo IV (Citocroma oxidase) € o ultimo complexo da
cadeia transportadora de elétrons, onde estes rafigferidos do
ferrocitocromoc para o oxigénio molecular. Este complexo consiste d
doze ou mais subunidades polipeptidicas (Barrieatoal., 2002). O
centro catalitico da enzima é formado por trés sigdagles maiores e
sdo codificadas pelo DNA mitocondrial. A subunidadecontém
grupamentos heme e um dos ions Cu (CuB), e a siddeil contém
um centro de Cu binuclear (CuA) (Capaldi, 1990subsunidade Ill ndo
apresenta grupamento prostético e ndo pareceesstalvida na sintese
de ATP, apenas favorece a estabilidade estrutukal. demais
subunidades, codificadas pelo DNA nuclear, ndogeaneser essenciais
ao mecanismo catalitico basico de reducéo de arigéa transferéncia
vetorial de protons (Saraste, 1990; Barrientosl.et2802). A reacéo
redox entre o citocromoe o oxigénio molecular é irreversivel, sendo a
citocromoc oxidase uma enzima chave na producéo de energjo(Po
e McEwen, 1996).

O complexo V ou ATP sintase é responséavel pelasdénde ATP,
sendo formado por duas subunidades codificadas p2MA
mitocondrial (ATPase 6 e 8) e pelo menos por dozeumidades
codificadas pelo DNA nuclear. E formado por um congnte catalitico
solivel localizado na matriz mitocondrial (F1-ATBase um
componente de membrana hidrofébico (Fo-ATPase)ab cpntém um
canal de prétons e é sensivel ao antibiético oligom (Saraste, 1990).

Os complexos transmembrana |, Il e IV, além deigparem na
ETC, tém a sua atividade vinculada a transferé&heiprotons da matriz
mitocondrial para 0 espac¢o intermembranas, comtidlou para a
formacdo do gradiente eletroquimico de protons.e Egtadiente
determina a polarizacdo da membrana mitocondietria A¥Ym), que
pode ser revertida pelo fluxo desses prétons arewécomponentegF
da ATP sintase. O fluxo de prétons leva a condémwsdp ADP e de
fosfato inorganico em ATP (Saraste, 1990, Wallaé899). A
ATPsintase € uma enzima funcionalmente reversivelgpde catalisar
tanto a sintese quanto a hidrélise de ATP (Sarbges)).
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1.2.1.2.Dinamica da morfologia mitocondrial

A mitocbndria é uma organela altamente dinamicseresal para
a vida e morte das células por estar envolvida p@ptase e na
manutencdo da homeostase celular. A complexidadeesfiautura
mitocondrial foi destacada pela descoberta da argedio de uma rede
dindmica de mitocondrias dentro das células (Nund&97, Shaw,
2002).

Dependendo do tipo celular e das necessidades dlietabda
célula, a mitocondria existe em diferentes formsammanhos. Dentro de
uma UOnica célula, a mitocdndria existe como duasmds
interconversiveis, tdbulos longos e pequenas Mesiciedondas, as
quais estdo balanceadas no equilibrio dinAmiconargeional. Este
equilibrio existe devido ao fato de as mitocondriastarem
continuamente sofrendo processos de fusdo e figsaa, relativa
contribuicdo de cada processo determina o grawmnaidade da rede
mitocondrial, bem como o tamanho médio das mitogaadientro da
célula. Os estimulos que induzem a mudanca destdibeig para
morfologia altamente ramificada ou completamendgrfrentada estéo
ligados as condigbes celulares, por exemplo, estraslular, e
compartimentalizagdo celular, por exemplo, ax6nm®s dentritos
neuronais, bem como o estado funcional das mito@mdentre outros
(Benard and Karbowski, 2009). Por exemplo, a jmatePink 1,
promove fissdo mitocondrial por interagir com a niagria de
morfogénese mitocondrial. A fissdo mitocondrial @othcilitar a
localizacdo das mitocondrias nas sinapses e regtitaca e integridade
singptica. Em paralelo, a fissdo pode ser vistaocama “guerra” na
gual as mitocéndrias se engajam em lutar contstresse e preservar o
genoma e componentes mitocondriais, para promoeabeevivéncia
do neurébnio. A perda de funcdo de Pinkl, uma dasasada doenca de
Parkinson, resulta em elevada fusdo mitocondriainemtando o
numero de mitocdéndrias grandes, com reduzida ndelbid, e,
consequentemente, o transporte mitocondrial pode esmprometido.
O excesso de fusdo leva a inchaco, fragmentacdovavelmente a
disfuncdo mitocondrial. O suprimento local de ATB @mponamento
de C&' pode ser impactado de forma negativa e a tran&miss
dopaminérgica prejudicada (Yang and Lu, 2009).
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1.2.2. Creatina cinase (CK)

Outro sistema cerebral para a manutencdo do estagético é
0 sistema catalisado pela enzima creatina cinakg. (G cérebro de
mamiferos contém uma reserva energética adicienfdrma de sistema
fosfocreatina / creatina. O contetdo total de raitdeos de adenina
(ATP + ADP + AMP) é de aproximadamentau®ol . g* de tecido. A
concentracdo de ATP excede em 10 vezes a do ADR quase 100
vezes a de adenina monofosfato (AMP). Fosfocreatinereatina
totalizam 10 -14umol . g* de tecido e estdo presentes na proporgéo de
1:1 (Erecinska et al., 1994).

As CKs (ATP:creatind\-fosforibosiltransferase) séo uma familia
de enzimas que catalisam a transferéncia revemdéveln grupamento
N-fosforibosil entre fosfocreatina (PCr) e ADP, canfe a seguinte
reacdo (Bessman and Carpenter, 1985, Bittl anddhg¥®85):

PCr + ADP + H' < Creatina + ATP

As CKs sdo importantes mediadores da homeostagkarcpbis
possuem papel fundamental na transferéncia deianeag células que
apresentam uma elevada taxa metabdlica, forneagndsistema eficaz
de tamponamento do ATP (Bessman and Carpenter, ¥a85hetty
and Beal, 2008, Andres et al., 2008). A velociddeleeacdo excede em
magnitude a velocidade de sintese de ATP celullr fosforilacao
oxidativa. Esse fenbmeno pode explicar a habiliddde tecidos
cardiaco e muscular e dos neurbnios em alternaelecidade de
consumo de energia durante os periodos de maideaate (Bittl and
Ingwall, 1985, Saks et al., 1996a, Saks et al.6hR9

Existem diferentes isoformas de CK especificas pada tipo de
tecido, codificadas por genes diferentes. As isos citosolicas
existem exclusivamente como moléculas diméricaspostas por dois
tipos de subunidades, originando trés diferentef®risias: CK-MM e
CK-BB, como homodimeros, e o heterodimero CK-MBCK-MM é
predominante no tecido muscular esquelético maeumo miocérdio de
mamiferos, a CK-BB esta presente no cérebro e deaiervoso
periférico, e a CK-MB é encontrada somente no tea@drdiaco
(Wallimann et al., 1992).

As isoenzimas citosélicas (citCK) e mitocondriamstCK) séo
coexpressas na maioria dos tecidos que possueidadgvde CK.
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MtCK estd presente principalmente em tecidos cota demanda
energética como no musculo esquelético, coracaebme retina e
espermatozoides. MtCK sarcomérica (smtCK) é quaskisivamente
expressa no coracdo e musculo esquelético, enquamoa mtCK
ubiqua (umtCK) é principalmente encontrada nos, ripkcenta,
intestino e cérebro. Dessa forma, parece que aksrat©Ompanha a
distribuicdo de CK-M, enquanto que umtCK a CK-B @a&/et al.,
1992). Tem sido demonstrado que as isoformas fessen cérebro séo
o homodimero citosolico CK-BB e a isoenzima mitadriad umtCK.
Ainda, observou-se que a expressdo de CK-BB € mam®mstrocitos e
oligodendrécitos do que nos neurdnios (Molloy et1992).

As isoformas mitocondriais podem apresentar umdocmacao
dimérica ou octamérica, sendo esta Ultima a es&uuncional. As
mtCKs estdo localizadas no espaco intermembrandscondrial
(Jacobs et al., 1964) onde os octameros ligam-seneinbrana
mitocondrial externa, interagindo funcionalmentencas proteinas que
conformam o poro de transicdo mitocondrial, o fiawedor de
nucleotideos de adenina (ANT) na membrana mitodainihterna e a
porina da membrana mitocondrial externa (Eppenbezgel., 1967,
Brooks and Suelter, 1987, Wyss et al., 1992, Sicelakt al., 1998). As
mtCKs tem acesso preferencial ao ATP gerado ar ghxtfosforilagédo
oxidativa que é exportado da matriz mitocondried\as do ANT (Saks
et al.,, 1986, Vendelin et al., 2004). Regides emiidas em mtCK,
ANT e porinas sdo chamados de sitios de contate estmembranas
externa e interna da mitocdndria (Beutner et #1961 Beutner et al.,
1998).

1.3. MECANISMOS DE  DISFUNCAO MITOCONDRIAL
ASSOCIADOS A NEURODEGENERACAO

O cérebro é um dos 6rgaos metabolicamente mai®sativ
requerendo duas vezes mais energia que o corac&epemso. Este
tecido representa 2% da massa corporal do homelto @consome em
torno de 20% do total de,@lisponivel para o organismo (Dickinson,
1996). Tendo em vista que a fosforilacdo oxidaévesponsavel pela
quase totalidade do ATP produzido no SNC, a regolata respiracao
mitocondrial torna-se essencial para o correto noditano energético
cerebral (Erecinska et al., 1994). Desta forma;gemsugerido que esta

organela é um alvo sensivel na neurodegeneracaozidad por
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estimulos ou toxicantes agudos e crénicos, inctuanglieles induzidos
pelo MeHg (Fiskum et al, 1999, Lin and Beal, 2008&)inda,
aparentemente, 0 estresse oxidativo esta relacoaagatogénese de
véarias doencas que afetam o SNC, como as doengasiagenerativas
cronicas, epilepsia, esclerose mudltipla, e deméfBieznick, 1993,
Halliwell, 2006).

Como a mitocbdndria é o sitio celular onde acongemeducéo do
oxigénio em agua, esta organela representa o jpairicical de producéo
de EROs em condicdes fisiolégicas (Chance et ar9,1Sipos et al.,
2003), especialmente ao nivel dos complexos | edHl cadeia
respiratoria, onde elétrons derivados do NADH equibiona podem
reagir diretamente com oxigénio ou outros aceptdeeslétrons e gerar
espécies reativas (Muller, 2004, Jezek, 2005).aRtwt EROs sdo um
produto normal da respiracdo celular, mas sua gém@aumenta no
caso de um bloqueio da ETC (Nicholls and Budd, 2@&ipos et al.,
2003).

Pode-se citar a producdo de superdxido e perdxddaditogénio
(H20,) como os principais agentes causadores de esugrgkdivo na
célula. Para contrabalancear a producdo de espéems/as, a
mitocéndria possui sistemas de defesa antioxidaotegso as enzimas
manganés superoxido dismutase (Mn-SOD), peroxiiadexo sistema
GPx/glutationa redutase (GR), a coenzima Q10 (urdqa), creatina e
nicotinamida (Okado-Matsumoto and Fridovich, 20@tpge, 2002,
Fernandez-Checa, 2003, James et al., 2004, Kdjd)28lém disso, foi
recentemente demonstrado que cinases mitocondrizasno a
hexoquinase e a mtCK, possuem um papel essenaial antioxidantes
mitocondriais (Dolder et al., 2003, Santiago et 2008). Este efeito
parece estar relacionado com a capacidade de madilm; quanto
maior o valor dA¥m, maior a probabilidade de formar EROs. Sabe-se
ainda que a taxa de producdo de EROs é inversampegercional a
disponibilidade de ADP intramitocondrial (Korshune¢ al., 1997,
Cadenas and Davies, 2000). A producdo excessiv&RIBs pode
também induzir a oxidacdo de &cidos graxos poditimados de
membrana, muito concentrados no SNC, levando apiodltprodutos
téxicos de peroxidacéo lipidica (Poli and Scha06®.

EROs e espécies reativas do nitrogénio (ERNS) poithiir
varios complexos da cadeia respiratéria, bem coxidape fragmentar
o DNA mitocondrial (Radi et al., 2002), gerando gifrculo vicioso
entre 0 bloqueio da ETC e a producdo de espécavas Neste
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sentido, foi também demonstrado que deficiéncias ataidades dos
complexos da cadeia respiratoria sdo acompanhadaspiecao celular
de GSH, principal antioxidante natural, e ainda@uggau de inibicdo da
cadeia respiratéria é proporcional & magnitude dplegdo desse
antioxidante (Barker et al.,, 1996, Bolanos et &4P96). O déficit

energético e o aumento da producdo de espécidsgarepbdem levar
secundariamente a uma diminui¢do na atividade d&'NATPase com

consequente despolarizacdo da membrana plasmbeaa da

homeostase celular, excitotoxicidade secundérial eftivacdo das
cascatas de apoptose (Beal, 2005). Neste cendiodacéo de EROs,
juntamente com a liberacdo de proteinas pré-apoasopara o0 espaco
intermembranas, desencadeia a morte apoptéticafarma controlada

de morte celular, a qual apresenta papel fundamehteante o

desenvolvimento embrionario e na manutencdo dadoemo adulto.

Defeitos na regulacao desta via estdo associadnsacpatogénese de
doencas neurodegenerativas (Li et al., 1997, Budjinaet al., 1999,

Allan and Clarke, 2009). Ainda, a abertura do pde transicéo

mitocondrial, passo essencial para induzir apoptgmgece estar
regulada em parte pela atividade da umtCK (Andoeek al., 2003,

Vyssokikh and Brdiczka, 2003).
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2 HIPOTESE

Considerando que o MeHg é um poluente ambientaimalbte
neurotdxico, tanto para animais quanto para sewmezahos, e que a
disfungdo mitocondrial € um processo envolvido is@atologia de
numerosas doencas neurologicas/degenerativas,efifjaotos que o
MeHg induz alteragBes na fungdo mitocondrial quevgrelmente sdo
acompanhadas por mudangas na morfologia da orgamejae estas
podem representar mecanismos chaves vinculadosuratocidade
induzida pelo mercurial. Além disso, acreditamog @s alteracdes
moleculares no SNC tem reflexo em nivel sistémieo,que a
determinacdo do funcionamento mitocondrial em eI poderia ser
utilizado como biomarcador para prognosticar asratbes induzidas
pelo MeHg no SNC.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo investigaef@itos da
exposi¢do prolongada por via oral ao MeHg sobre atabolismo
energético, funcdo e ultraestrutura mitocondrial @rebro e plasma
rico em plaquetas de roedores, bem como, da adragéd® do
composto derivado de selénio, (PhSem animais intoxicados com o
mercurial, com o intuito de melhor entender os mistaos que
contribuem a neurotoxicidade induzida por este @®tgoorganico e a
neuroprotecdo promovida pelo (PhSe)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar os efeitos da exposicdo oral e repealeldieHg
sobre paradmetros comportamentais em camundongass Swi
adultos;

b) Investigar o efeito do MeHqg sobre a respiracdocnitdrial e
conteddo de mitocbndrias em sistemas experimeintaiso,
cortex cerebral e/ou sangue periférico de camurmboB8gyiss
intoxicados com MeHg, & vitro, fatias e homogenato de
cortex cerebral de camundongos Swiss.

c) Investigar o efeito da coadministracédo de (Ph8a)e MeHg
em camundongos Swiss, sobre os parametros biomsimic
acima mencionados.

d) Avaliar se a respiragdo mitocondrial em plaguetadepser
considerada um biomarcador sanguineos que permite
prognosticar as alterac6es no SNC induzidas peldgVie
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4.  MATERIAIS, DESENHO EXPERIMENTAL E METODOS
4.1. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de grau dezaupeA. e
adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USAjet o cloreto de
metilmercurio (Il), o qual foi obtido da Aldrich @mical Co.
(Milwaukee, WI). O (PhSe)foi sintetizado e caracterizado por nosso
grupo como descrito previamente (Paulmier, 1986pufeza quimica
do (PhSe)foi determinada por GC/HPLC (99.9% de pureza).

4.2. EXPERIMENTOSN VIVO
4.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos macluogtos
obtidos do Biotério Central da Universidade FeddmlSanta Catarina
(UFSC). Os animais foram mantidos em biotério carto claro-escuro
de 12/12 horas, a 24 + 1 °C, com acesso livre a agtomida (Nuvital,
PR, Brasil). Cabe salientar que durante todos axegimentos
seguiram 0s principios basicos do uso de animaistaicologia
(adotados pela Sociedade de Toxicologia em Julho 1689),
minimizando o numero de animais bem como seu sefion Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no UscAdénais (CEUA)
da Universidade Federal de Santa Catarina (PratoGHEUA N°
PP00084 e PP00373).

4.2.2. Protocolos experimentais

O MeHg foi administrado na concentracdo de 40 nidiluido
na agua de beber) por 21 dias. Esta forma de agtraigdio do mercurial
induz concentracdes cerebrais de Hg de 3ug 5¢* de tecido (3 — 5
ppm) (Franco et al., 2006).

4.2.2.1 Protocolo |
Este protocolo experimental foi realizado com 30mars

divididos randomicamente em trés grupos: grupo rotmt(veiculo
constituido por 4gua); MeHg 20 mg/L (equivalenteDgppm); MeHg
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40 mg/L (equivalentes a 40 ppm) (Esquema 1). Osnas
permaneceram nessas condi¢des por 21 dias.

& Animais foram sacrificados
por decaptagdo

Agua ad libitum Gru po
Controle
A 2N
MeHg 20mg/L ad libitum Grupo

Camundongos Swiss
Adultos Machos
(42 - 62g)

MeHg 20mg/L

MeHg 40mg/L ad libitum

Grupo
MeHg 40mg/L

Dial Dia 22

Esquema 1. Desenho Experimental. Camundongos Sdig®s machos foram
expostos por trés semanas a metilmercirio (MeHgp Betalhes ver Materiais
e Métodos.

4.2.2.2 Protocolo I

Este protocolo incluiu tratamentos adicionais deniaistracao
subcutanea de (PhS€b umol/kg). Assim, 24 animais foram divididos
em quatro grupos experimentais: controle; MeHg 40Lm(PhSe), e
MeHg 40 mg/L + (PhSe) O MeHg foi diluido na 4gua de beber, o
(PhSe) foi dissolvido em dimetilsulféxido (0,1%) e adnstrado por
via subcutanea diariamente (Yamamoto, 1985) (Esgu®ynOs animais
do grupo controle receberam inje¢cdes de veiculonlkg de peso
corporal).

4.2.3. Preparagdo das amostras para andlise de parametros
bioquimicos

4.2.3.1 Preparacdo de amostras para determinacédiviZade dos
complexos da cadeia respiratoria e piruvato ci(Rk®

Osanimais foram sacrificados por decaptacéo e oxédesbral
foi rapidamente dissecado e homogeneizado (1:2D guv tampédo
fosfato, pH 7.4, contendo 5 mM de KPD,, 0.3 M de sacarose, 5 mM
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de MOPS, 1mM de EGTA e 0.1% de albumina. Os horetgende
tecido foram centrifugados a 1.00@>durante 10 min a 4 °C. @ellet
foi descartado e os sobrenadantes foram usadosapataterminacoes
(Latini et al., 2005b).

é‘ Animais foram sacrificados

. or decaptagdo
Agua ad libitum + P Piag

DMSO (sc) Grupo
Controle
% f\gua ad libitum +
) (PhSe), 5umol/Kg (sc) Grupo
Camundongos Swiss (Phse)z
Adultos Machos
(42 - 62g)
MeHg 40mg/L ad libitum +
DMSO (sc) Grupo
MeHg
MeHg 40mg/L ad libitum +
(PhSe), 5umol/Kg (sc) Grupo
MeHg + (PhSe),

Dia 1 Dia 22

Esquema 2. Desenho Experimental. Camundongos Sdig®s machos foram
expostos por trés semanas a metilmercurio (MeHgQuePhSe) (5 umol/kg).
Para detalhes ver Materiais e Métodos.

4.2.3.2 Preparacdo de amostras para determinacaatividade da
creatina cinase mitocondrial (mtCK) e adenilat@san (AK)

Parte do sobrenadante preparado para determinac@adiia
respiratoria foi centrifugado novamente a 17.00§ durante 10 min a
4 °C (Latini et al., 2005b). A fracdo mitocondri@l pellet foi lavada
duas vezes com tamp&o isotdnico Tris 10 mM contéh@® M de
sacarose e finalmente suspensa em tampdo Tris MO pH 7.5,
contendo 9 mM de MgSPO

4.2.3.3 Preparacao de plaquetas para respirordeta#ia resolugéo

Os animais foram anestesiados com quetamina (5kging/
xilazina (11 mg/kg) para coleta de sangue por puncardiaca
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(Frankenberg, 1979), usando uma seringa de 1 mitragocde sodio
como anticoagulante. As plaguetas foram prepanaalasentrifugacéo a
500 xg durante 15 minutos resultando em um plasma ricplaguetas
(adaptado de Sjovall et al., 2010).

4.3.EXPERIMENTOSIN VITRO

Os experimento#n vitro foram realizados com homogenatos e
fatias corticais incubadas com concentracdes arescale MeHg (0-
1500 uM). Os homogenatos corticais foram incubados conmHd/e
durante 15 e 60 minutos a 37°C, e as fatias catfoeam expostas ao
MeHg durante 60 minutos a 37°C em meio com tamp&b¥ pH 7.4
contendo 122 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 1.2 mM de @g).4 mM
de KH,POy, 1.3 mM de CaG) 25 mM de NaHC@e 10 mM de glicose.
O grupo controle ndo foi exposto a MeHg. O MeHgsfaubilizado em
tampdo fosfato 100 mM, pH 7.4. Por usar uma amplaafde
concentracdes de MeHg, determinou-se a concentrdgddeHg
necessaria para reduzir em 50%sfCG atividade da enzima NADH
desidrogenase (complexo |) (Dixon, 1964, Latirlet2005a).

4.3.1 Preparacao das amostras

Apoés a dissecacdo do cortex cerebral em gelozaudse parte
do tecido para preparacdo dos homogenatos comntdestma, e com
a outra parte foram realizadas seccoes transveraastrutura cerebral
(fatias de 400 pm) usando o fatiador de tecido Waih Tissue
Chopper. As fatias corticais foram transferidasgdacas de cultura de
96 pocos e pré-incubadas em 95%5@% CG durante 30 minutos a
37°C em meio com tamp&o Krebs, pH 7.4, contendo 122deNilaCl,
3 mM de KCI, 1.2 mM de MgS§ 0.4 mM de KHPQ,, 1.3 mM de
CaCl, 25 mM de NaHC®Qe 10 mM de glicose. Posteriormente, 0 meio
dos pocos foi trocado e as fatias corticais forapostas ao MeHg.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em duplicata
triplicata e a média foi usada para os calculosigificancia estatistica
foi determinada pela analise de variancia de u@dAMNOVA) seguido
de teste de Tukey, quando o valor Eldoi significante. Somente os
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valores significantes d& sdo mostrados no texto. Para analises de
efeitos dose-dependentes, utilizou-se regresséarlifem alguns casos,
os resultados dos animais tratados com MeHg 40 nfgfam
comparados aos controles, utilizando-se tedteStudent para amostras
nao-pareadas. A correlagdo de Pearsgnfoi analisada entre as
atividades dos complexos da cadeia respiratorgbcalre o consumo de
oxigénio das plaquetas periféricas, ou com o pejaognitivo. Um
valor de P < 0,05 foi considerado significante. Todas as isesl
estatisticas foram feitas através do programa IBfstical Package
for the Social Sciences). Todos os graficos forasmadps usando
GraphPad Prism 5®.



40

5 RESULTADOS

Os resultados emergentes do presente trabalho fimgamizados
no manuscrito com o seguinte titulo:

“Altered mitochondrial ultrastructure, diminished c¢gent and
energetics in the cerebral cortex from methylmergysoisoned mice
are prevented by diphenyl diselenide administration

Este trabalho foi submetido em 16 de janeiro de2284 periddico
cientificoNeurotoxicity Research
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Abstract

Considering that methylmercury (MeHg) exposure eausevere
neurological damage in animals and humans, we hestigated the
effects of MeHg poisoning on mitochondrial physgdn the brain and
peripheral platelets of poisoned mice. Adult malecemexposed to
MeHg (20 or 40mg/L) for twenty-one days showedaduoed ability for
short-term object recognition. This MeHg-inducedei@d behavior,
indicating discriminative short-memory impairmengs correlated with
reduced NADH dehydrogenase, complex Il and ll-@tidties in the
cerebral cortex and with impaired systemic platelgigen consumption
of intoxicated mice. Moreover, electron microscaomyalysis showed
enlarged and fused mitochondria leading to a retlucember of
organelles in the MeHg-exposed cerebral cortexthEamore, cortical
creatine kinase (CK) activity, a sensitive oxidatistress sensor, was
almost abolished by the treatment. Next, MeHg-irduenergetic
impairment was studied in detail by evaluating thevitro effect of
MeHg exposure (0-1500 pM), in brain preparationgeHg-exposed
cortical slices evidenced the increase of hydrggenoxide production,
inhibition in MTT reduction and increased lactaterniation. In
addition, marked reduction of NADH dehydrogenas#viag in cortical
homogenates exposed to MeHg, during 15 or 60 nsnwias observed.
Since thein vivo andin vitro MeHg-treatments induced mitochondrial
dysfunction and oxidative stress, the effect frommadministration of
diphenyl diselenide - (PhSe)— (subcutaneous administration;
5umol/kg) was also investigated in MeHg-poisoned mi¢ehSe)
treatment prevented from ultrastructural changemamondrial content
and the inhibitory effect on CK activity on MeHggosed mice.
Therefore, these data strongly indicate MeHg paigpnprobably
compromises cell viability, by inducing mitochoralrbxidative stress,
which could induce, in turn, to a mitochondrial itius in order to
conserve brain energy status. Additionally, we halg® demonstrated
that impaired systemic platelet oxygen consumpison sensitive and
non-invasive marker of the brain energy deficitduiced by MeHg
poisoning, and brain mitochondrial parameters cdagdprevented by
(PhSe) co-administration.

Keywords: methylmercury, platelet mitochondrial respiration,
mitochondrial dysfunction, diphenil diselenide
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1 INTRODUCTION

Mercury is a hazardous metal that is released itite
environment from both natural and anthropogenicresi (ATSDR
1999, EPA 1997). Once in the aquatic environmengrcory is
methylated by widespread sulphate-reducing bacteriato
methylmercury (MeHg). MeHg is then, assimilateditiie food chain
and it biomagnifies upwards of 10-million fold tlugh aquatic food
chains (EPA 1997). Thus, the major dietary routuwhan exposure to
MeHg is via ingestion of seafood for adults, viangplacental exposure
to the fetus and maternal milk for infants. DietdvieHg is almost
totally absorbed by the human gastrointestinalt teaxdd rapidly enters
the bloodstream, easily crossing the blood-braimidraand placenta
(Clarkson 1997), and about 10% of the body contEntMeHg is
retained into the brain (Skerfving 1974). Then, thrain has been
ascribed as the most important target from MeHgpcttion (Clarkson
2002).

MeHg exposure results in brain damage, and it &atterized
by massive neurodegeneration. This is associatéd disorganization
of the cerebral cortex cytoarchitecture and sewtrephy of the folia
from the cerebellum hemispheres (Choi 1989, Etoalet 1999).
Neurological sequelae include cerebellar ataxiathagia, spasticity,
memory loss, dementia, blurred vision, visual fiet@nstriction,
dysarthria, impaired hearing, smell and taste, ersnand depression
(Choi 1989).

Brain susceptibility to MeHg toxicity appears tociease the
intracellular calcium ( concentrations, reactive oxygen species
(ROS) production and glutamate extracellular cotregions via
inhibition of its uptake by astrocytes (Aschneakt2007, Farina 2011,
Limke and Atchison 2002). In addition, because @&H¢g electrophilic
nature (LoPachin 2006), it easily binds and oxisliggutathione or a
broad variety of thiol-containing enzymes, incluglinenzymes
responsible for brain energetics, eliciting, theref mitochondrial
dysfunction and cell death (Clarkson 1972, Rochal.el993, Schutz
and Skerfving 1975, Valentini et al. 2009). In liwéh this, our group
has recently demonstrated that chronic exposutdedg impairs the
brain complexes I, I-lll and IV of the respiratochain and creatine
kinase activities, probably, by eliciting oxidatigtress (Franco et al.
2009, Glaser et al. 2010a, Glaser et al. 2010b).
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Mitochondria provide most of the energy for neurdhsough
oxidative phosphorylation and are thus critical eeuronal function
(Knott 2008). Besides the maintenance of cellulaehergetics, the
most important roles of this organelle in brain lemstasis are signaling
processes, calcium homeostasis, cell cycle regulatiell death (both
apoptotic and necrotic) and thermogenesis (Pozileiviit al. 1999).
Mitochondria harbor the bulk of oxidative pathwaykich are packed
in various redox carriers that may potentially lesakgle electrons to
oxygen and convert it into superoxide anion, a enigr ROS.
Intracellular generation of ROfer seis an inevitable, and sometimes
physiologically important, process (Turrens 1994gnce, considering
MeHg, once it was absorbed, accumulates prefeligntia brain
mitochondria (Mori et al. 2007), and elicits oxidat stress (Franco et
al. 2009, Glaser et al. 2010b), it has been praptisis organelle as a
sensitive target from MeHg pro-oxidative effectsafico et al. 2009).

In order to counterbalance the toxicity of this ahet
supplementation with organic and inorganic formsel&nium has been
usedin vitro and in vivo, mainly based on its indirect antioxidant
properties - selenium is an integral componenthef &ctive site of
antioxidant enzymes, including glutathione perog@&dRotruck et al.
1973) - as well as in the well-known antagonismwieein mercury and
selenium in the biological systems (Gailer et 80@ Khan 2009). For
example, the organic selenium derivative, diphatigtlenide (PhSeg)
exhibits antioxidant, hepatoprotective, antiulcantiinflammatory,
antiatherogenic and neuroprotective activities ¢@uret al. 2006,
Chanaday et al. 2011, Hort et al. 2011, NogueidRacha 2011, Rupil
et al. 2012). These properties appear to be linkeke capacity to form
a selenol intermediate during its metabolism, witiah be mediated by
its reduction to a selenol intermediate (reducedmjfovia direct
interaction with thiols or through its reduction thyoredoxin reductase
(de Freitas et al. 2009, de Freitas 2011).

Because the central nervous system represents a taajet
organ of MeHg toxicity, studies on the toxic efedf this compound
toward other systems are less abundant. In additiols not known
whether neuroptotective agents are also able tmatet the potential
systemic toxicity induced by MeHg, which could bé interest to
discover peripheral markers able to predict thereke@f neurotoxicity
and neuroprotection in MeHg-exposed subjects. Toeze in the
present investigation, we have aimed to study ttnband systemic
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toxic effects of MeHg oral and repeated exposuréoi@in and blood
mitochondrial function and ultrastructure and theeptial protective
effect of (PhSe)administration, in poisoned mice.

2 SAMPLES
2.1 Animals and Reagents

Male Swiss albino mice, 60 days old, obtained ftbe Central
Animal House of the Centre for Biological Sciencémiversidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis - SC, iBnaere used in the
present investigation. The animals were maintaored 12-h light/dark
cycle (lights on 07:00.19:00 h) in a constant terapee (22 °C £ 1 °C)
colony room, with free access to water and protgimmercial chow
(Nuvital-PR, Brazil). The experimental protocol wagproved by the
Ethics Committee for Animal Research (PP00084 eOBPR/CEUA) of
the Universidade Federal de Santa Catarina, Flopigiis, SC, Brazil,
and followed the Guiding Principles in the Use ohirals in
Toxicology, adopted by the Society of Toxicology Jaly 1989. All
efforts were made to minimize the number of animaded and their
suffering.

Chemicals were of analytical grade and purchasewh f6igma
(St. Louis, MO, USA) except methylmercury (Il) chitbke which was
obtained from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WIPhSe) was
prepared and characterized by our group as prdyiodsscribed
(Paulmier 1986). The chemical purity of (PhSejas determined by
GC/HPLC (99.9% of purity). For brain tissue prepiars, an
Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Germany) rifage was
used. Mitochondrial content was performed in Zeiso 906 E
transmission electron microscope equipped with diggtal camera
Megaview Il (Oberkochen, Germany). The respiratongin complex,
adenylate kinase, creatine kinase, pyruvate kiraask cell viability
assay were performed in a Varian Cary 50 specttopheter (Varian
Inc., Palo Alto, CA, USA) with temperature contrél;O, production
was quantified by using a Tecan Austria GmbH M20Gecan,
Grodig/Salzburg, Austria) fluorescence spectropimeter. The
formation and release of lactate were measuredughrospecific
analyzer (YSI 2700 STAT, Yellow Springs, Ohio, USA)
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2.2 In vivoMeHg protocols

Protocol 1 The first experimental protocol was performed 80
animals randomly divided into three experimentaugps as follows:
control group (vehicle); MeHg 20 mg/L (20 ppm); MgHK0 mg/L (40
ppm). The animals remained in these condition$Wienty-one days.
Protocol 2 The second protocol included additional treatmemiich
involved the subcutaneous administration of (Ph38&) pmol/kg).
Therefore, 24 animals were divided into four expemtal groups as
follows: controls; MeHg 40 mg/L; (PhSg)and MeHg plus (PhSg)
MeHg was diluted in tap water, and was freely adé, and (PhSg)
was dissolved in dimethylsulfoxide and subcutanlyoadministrated
(Yamamoto 1985). Control animals received vehinjedtions (1 mL /
kg body weight). This experimental schedule, whgchlso based on the
long-term administration - twenty-one days - of Mp#D mg/L (diluted
in drinking water), has been reported to lead tocomy brain toxic
concentrations of 3 - 5 pg ‘gissue (3 . 5 ppm) (Franco et al. 2006,
Glaser et al. 2010b).

2.2.1 Behavioral testgOn the day of the experiments (i.e., after 21 days
of consecutive MeHg administration), the animalsena&cclimatized in
a sound-isolated room under low-intensity light {4®) for at least 2 h
before the experimental procedures, which wereiethrout between
14:00 and 18:00 h in order to avoid circadian ieflce and any kind of
stress that could have interfered with the animaéhavior. The
behavioral tests were conducted in independentpgraaf animals.
Behavior was monitored through a video camera ipogitl above the
apparatuses and the images were analyzed onlirae, adjacent room,
by an experienced experimenter who was blind to ekperimental
group of the animals tested. After each trial, tmparatuses were
cleaned with ethanol solution (10% v/v) and drigthvpaper towels in
order to avoid odor impregnation.

2.2.1.1 Object location taskThe spatial memory of mice was inferred
applying an object location task. The test is basedhe spontaneous
tendency of rodents, previously exposed to twotidahobjects, to later
explore one of the objects - replaced in a novedtion - for a longer
time than they explore the non-displaced objeat, this test has been
used for the evaluation of spatial memory in midssfni et al. 2009,
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Ferguson 2007). The experimental apparatus usédsirstudy was an
open-field box (50 cm wide x50 cm deep x 40 cm high) made of
transparent PVC, placed in a dimly lit (7 lux) ssalnd isolated room.
Identical plastic rectangles (4 cm high x 4.5 cnudeyiwere used as
objects. The protocol was based on the previoustgiibed by (Assini
et al. 2009). The mice were placed in the centahefapparatus with
two identical objects for 5 min. The objects wetacpd 7 cm away
from the walls of the open field. Exploration oétbbjects was timed by
a stopwatch when mice sniffed, whisked, or looketha objects from
no more than 1 cm away. After the training phase, nice were
removed from the apparatus for 90 min. After thertrial interval, one
object was moved to a new location. The time sgmnthe animals
exploring the objects in new (novel) and old (faam)l locations was
recorded during 5 min. Training and test sessioasgewecorded and
later analyzed. The locations of the objects wereterbalanced among
the groups. In order to analyze the cognitive perfoce, a location
index was calculated as previously described byréiat al. 2007):
(Tnovel x 100)/ (Tnovel + Tfamiliar), where Tnowvsl the time spent
exploring the displaced object and Tfamiliar is time spent exploring
the nondisplaced object. The object location taak analyzed by one-
sample t tests to determine whether the locatialexnwas different
from chance performance (50 %).

2.2.1.2 Open field tesThe open field test was used to evaluate general
locomotor activity of the mice. The apparatus waslenof Plexiglas,
with a black-painted floor of 50 cm x 50 cm anchsparent 15 cm-high
walls. Animals were placed in the center of opetdfiand allowed to
freely explore it for 5 min. The videos made wenalgzed using ANY-
Maze software (Stoelting Co., Wood Dale, IL) toeatatine the total
distance traveled and the average speed (Aguir 2009).

2.2.1.3 Rota-rod tesfThe rota-rod was used to evaluate the effects of
MeHg treatment on the motor coordination of theras. The
accelerating rota-rod apparatus (Insight ScienEfiziipments, Ribeirao
Preto, SP, Brazil) consists of a grooved metaérdR.5 cm in diameter)
and separated 9-cm wide compartments elevated 16The spindle
speed was increased from 5 to 60 rpm over a maxperabd of 120 s,
and the time spent on the accelerating rota-rod dedsrmined. The
animals that were able to perform for 30 - 120 snduthe baseline
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(performed 1 h before treatments) were choserhfoekperiment. After
the selection, control and MeHg groups were matcaecbrding to
bodyweight and mean performance. With this proagdtire animals
presented similar baseline values for all groupeenl all animals were
tested on the Rota-rod 21 days after vehicle or §ladministration
(Aguiar et al. 2009).

2.2.2 Brain preparations for measuring the respicay chain complex

and pyruvate kinase (PK) activityThe animals were Kkilled by
decapitation and the cerebral cortex was rapidlgsatiated and
homogenized (1:20 w/v) in phosphate buffer, pH @ahtaining 5 mM

KH,PQO, 0.3 M sucrose, 5 mM MOPS, 1mM EGTA and 0.1% alioum
Tissue homogenates were centrifuged at 1.090ak 4 °C for 10 min.

The pellet was discarded and the supernatants wsee for measuring
the respiratory chain complex activities (Latine&€t2005b).

2.2.3 Brain preparations for measuring mitochondfiareatine kinase
(mCK) and adenylate kinase (AK) activitiePart of the supernatant
prepared for measuring the respiratory chain completivities was
centrifuged again at 17.000gxat 4 ° C for 10 min (Latini et al. 2005b).
The pellet represented the mitochondrial fracti@s washed twice with
10 mM Tris isotonic buffer containing 0.25 M suaoand finally
suspended in 100 mM Tris buffer, pH 7.5, contairfingM MgSQ.

2.2.4 Platelet preparation for high-resolution reispmetry. Mice were
anesthetized with ketamine (55 mg/kg) and xylazibé mg/kg) for
cardiac puncture blood sample collection (Frankemti®79), using a 1
mL syringe, a 22 gauge needle and sodium citratangisoagulant.
Platelets were freshly prepared by centrifugatibnrinutes at 500 g
resulting in platelet-rich plasma (adapted fromv8jbet al. 2010).

2.3 In vitro MeHg protocols

For in vitro experiments, cortical supernatants or slices werebated
with crescents concentrations of MeHg (0-1500 pMortical
supernatants were incubated with MeHg for 15 anchidlutes at 37° C,
and cortical slices were exposed to MeHg for 60uteis at 37 ° C in a
medium with Krebs buffer, pH 7.4 containing 122 nMiaCl, 3 mM
KCIl, 1.2 mM MgSQ, 0.4 mM KHPQ, 1.3 mM CaCl2, 25 mM
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NaHCQ; and 10 mM glucose. The control group did not conidéeHg.
MeHg was solubilized in phosphate buffer 100 mM, pH. By using
this large range of MeHg concentration, we deteedhithe necessary
MeHg concentration to reduce 50% £C NADH dehydrogenase
(complex I) activity (Dixon 1964, Latini et al. 258).

2.3.1 Sample preparationAfter cerebral cortex been dissected in ice-
cold, supernatants were prepared as described anoyetransverse
sections (slices of 400 um) were obtained using @Awdin Tissue
Chopper. Cortical slices were transferred to a @8-aulture plate and
pre-incubated under 95%,06% CG for 30 minutes at 37 ° C in a
medium with Krebs buffer, pH 7.4 containing 122 nmMiaCl, 3 mM
KCIl, 1.2 mM MgSQ, 0.4 mM KHPQ, 1.3 mM CaCl, 25 mM
NaHCQO; and 10 mM glucose. Then, the medium of the welés w
changed and the cortical slices were exposed togvieH

2.4 METHODS

2.4.1 Measurement of the respiratory chain enzynaidaties NADH
dehydrogenase activity, including complex | acjivivas measured by
the rate of NADH-dependent ferricyanide reductiod20 nm (1 mNt.
cm?), as previously described (Cassina and Radi 1998 activities of
succinate-2,6-dichloroindophenol (DCIP)-oxidoredset (complex 1)
and succinate:cytochrome c¢ oxidoreductase (comil&oQ-complex
[Il) were determined according to the method ofckes et al. (1985).
The methods described to measure these activitiese vglightly
modified, as detailed in a previous report (Latiial. 2005b). The
activities of the respiratory chain complexes weralculated as
nmol/min/mg protein.

2.4.2 Measurement of kinases activitieGreatine kinase (CK) activity
was assessed spectrophotometrically based on daing formation,
which was quantified according to the colorimetmethod of Hughes
(1962). Pyruvate kinase (PK) activity was assaysgemtially as
described by Leong et al. (1981) and adenylateskifAK) activity was
measured as described by Dzeja et al. (1999). Emagativities were
expressed as nmol/min/mg protein.
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2.4.3 Electron microscopy and morphometrjjo investigate the effect
of repeated MeHg oral administration on the mitochal
ultrastructural morphology, frontal cortex was fixeby -cardiac
perfusion of 1.5% glutaraldehyde, 1.5% formaldehyide 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.35. The fixed brains weteised and placed in
fresh fixative solution for an additional 4 h abno temperature. After
that, the blocks were placed in cacodylate buftertaining 1% Os@
for 1 h, before being stained in block with 1% wilaacetate in 0.1
acetate buffer pH 5.2 for 20 min. After dehydratiwith a series of
graded cold acetones, the blocks were embeddedaidita. Thin
sections were cut with a diamond knife on a JEOLMJU
ultramicrotome (Nikon, Tokyo, Japan) and examinsth@g a Zeiss Leo
906 E electron microscope equipped with the digitahera Megaview
[ll (Oberkochen, Germany). For quantitative anaysf mitochondrial
content, three brains for each experimental cayditiere used and fifty
random micrographs of the same brain region weggiead at a final
magnification of X 10,000 and downloaded into difjimage analytical
software (Image J). The data were expressed asmniban of
mitochondrial content (50 micrograph/experimentaindition). The
Software Image J was used and the relationshipdsgtwnitochondria
number/10 pmof brain tissue was established with the aim tosater
a constant area.

2.4.4 High-resolution respirometry Measurement of platelet
mitochondrial respiration was performed in a highalution oxygraph
(Oxygraph-2k Oroboros Instruments, Innsbruck, Aaytat 37 ° C.
Platelets were suspended in the 2 mL glass chaatterconcentration
of 200,000 platelets/mL. Calibration with air-satied Millipore water
was performed daily. Data was collected using srféwdisplaying real-
time oxygen concentration and oxygen flux (DatLaiftvgare 4.3,
Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). Resjpinratwas first
allowed to stabilize without any substrates additad a routine state,
that is, in the physiological coupling state coliéa by cellular energy
demands on oxidative phosphorylation (indicatedRaspiration). Then
the ATP synthase inhibitor, oligomycin, was addedeveal respiration
independent of ADP phosphorylation (oligomycin-indd state 4,
henceforth denoted as state 4). To evaluate maxbayadcity of the
electron transfer system (ETS) the protonophorgyorgyl cyanide p-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) was tédch until no
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further increase in respiration was detected. Tierdene the relative
contribution of the different respiratory states,cantrol ratio was
calculated as the ratio of maximal FCCP-stimulaespiration and state
4 respiration (Sjovall et al. 2010).

2.4.5 Viability assay MTT (3[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide) assay was used to evaluateahelar viability of
cortical slices. Mitochondrial enzymes in metaluallic active cells can
decompose the tetrazolium salt to a colored formgamraduct. After 1
hour of incubation with MeHg, 0.2 mL from a soluti®,5 mg/mL of
MTT in water was added to each well, and the plates incubated at
37° C for 30 minutes. The medium was then carefdiyoved, and the
purple products were dissolved in 0.2 mL dimethyfaxide (DMSO).
The plates were incubated for 30 minutes, and fitiea density (OD)
of the dissolved solute was measured in an ELISAdee
spectrophotometrically at 570 nm (Mosmann 1983).

2.4.6 Lactate release determinatiorfhe formation and release of
lactate were measured in the supernatant of cbriiees MeHg-
exposed during 1 hour at 37 ° C through a speaiiiglyzer (YSI 2700
STAT, Yellow Springs, Ohio, USA). The results weralculated as
mmol/L and expressed as percentage of controls.

2.4.7 Determination of hydrogen peroxide {8,) generation H,O,
production was determined as previously reportedrjéB2002). The
method is based on the formation of a fluorescéntr@r through the
reaction between ¥, and homovanilic acid, which are substrates for
the enzyme horseradish peroxidase (HRP). Cortidmless were
incubated during 1 hour at 37 °© C with MeHg in éuson containing
137 mM NacCl, 40 mM KClI, 0.25 mM NHPO,, 0.44 mM KHPQO,, 1.3
mM CaC}, 1 mM MgSQ, 4.2 mM NaHCQ. Afterwards, this medium
was removed and 6 U/mL horseradish peroxidasen®lhomovanilic
acid, 5 mM sodium succinate and 2 uM rotenone veelded to the
MeHg-treated cortical slices. After 15 min of ination at 37 ° C the
reaction was stopped by adding 0.1 M glycine sotupH 10, and the
fluorescence was measured by using excitation anuss®n
wavelengths of 321 and 421 nm, respectivelyOHproduction was
expressed as percentage of controls.
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2.4.8 Protein determinationSample protein content was determined by
the method of Lowry using bovine serum albumin ks standard
(Lowry et al. 1951).

2.5 Statistical analysis Results are presented as mean * standard
deviation. Data from animal behavior and from bemical
determinations were analyzed using one-way ANOVWofeed by the
post hoc Tukey test whef was significant. Only significarfe values
are given in the text. For analysis of dosedepenédiects, linear
regression was used. In some cases results fromatnireated with
MeHg 40mg/L were compared to controls, and for {ispose the
Studentt test for unpaired samples were used. Pearsonlaiwre r,
was analyzed between the activities of the braspiratory chain
complexes and peripheral platelets oxygen consomgtarameters, or
with cognitive impairments. Differences between gineups were rated
significant at P < 0.05. Statistics were performed using SPSSR
(Statistical Package for the Social Sciences sofiyweersion 16.0 for
Windows). All graphs were performed by using GraguhPrism 5®.

3 RESULTS
MeHg-induced spatial memory deficits

Figures 1A to D show the effect of the oral andgikderm MeHg
exposure (20 and 40 mg/L) on mouse behavior. Tliadpeference
memory of mice was investigated by using an objecation task.
Figure 1A shows that mice receiving the high MeHtgpeal (40 mg/L)
were not able to identify the spatial alterationthie open field, while
controls and 20 mg/L MeHg-treated mice exploredafdonger time the
object replaced in a novel location than the napldiced object
[F,2773.87;P < 0.05). This spatial memory impairment was noked
to exploratory behavior deficits, since there ware significant
differences on total investigation times of botlecks among groups in
the test trial (data not shown). Figures 1B, C @ndhow that both
average speed and distance travelled in the op&hdi the latency to
fall from the accelerating Rota-rod were not alieie mice receiving
MeHg. In addition, Figure 2A shows a significantretation between
mice cognitive impairment and mitochondrial platedgsfunction f=-
0.81; P <0.01].



53

MeHg-poisoning on brain energetics

Figure 3A shows that the toxicant exposure sigaiftlty impaired
the respiratory chain activity in mouse cerebralteco homogenates.
NADH dehydrogenases (including complex | NADH defogknase
linked activity; up to 27 % inhibition), complexdk (up to 37 % of
inhibition) and 1l to Il (up to 34 % of inhibition activities were
significantly reduced in brain from MeHg exposednzas [NADH
dehydrogenases, 17~10.27;P < 0.001; Complex lIF(,,15710.46;P <
0.001; Complex lI-lll: F214713.62; P < 0.001]. Beside the central
effect of MeHg on mitochondrial respiratory compsxactivities, the
mercurial also induced deleterious effects on perial platelet
mitochondrial function. Figure 3B shows that Meldgatment increased
basal respiration (up to 62 % of incremerf),[=5.22; P < 0.05]
(oxygen consumption without the addition of sulisga This effect
was also observed when platelets were exposed igonoycin,
indicating a mild contribution of ATP synthase (Quex V activity) to
basal respiration (up to 62 % of incrememt)¥ 2.97;P < 0.05] (Figure
3C). In addition, under FCCP stimulated respiratibleHg exposure
provoked a significant inhibition of the mitochorar electron
transferring capacity (Figure 3D; up to 27 % ofiloiton) [Fp 3=
29.82;P < 0.05]. The ratio between FCCP-titrated maxinesipiration
vs. state 4 respiration, the mitochondrial contatio, was significantly
decreased in mice receiving MeHg (40 mg/ty, [= 6.14;P < 0.05]
(Figure 3E). Additionally, the increased basal nedpn significantly
correlated with reduced brain activities of theaoitondrial respiratory
chain (platelet basal respiration vs. cortical ctexp activity r’= -0.74,
P < 0.05; vs. cortical complex II activit)?= -0.80,P < 0.01; vs. cortical
complex II-11l activityr?= -0.73,P < 0.05) (Figures 2B, C and D).

Considering that dehydrogenase activities are @aséor proper
cell function, the effect of the toxicant on thdldar energy metabolism
was investigated in detail in MeHg-exposed mousgnbinomogenates
(0 - 1500 uM). Figure 4A shows that NADH dehydrogsa activity
was markedly reduced by MeHg after 15 nfig b1=7.69;P < 0.0001]
or 60 min Fe2176.98;P < 0.0001] of pre-incubation. In addition, the
MeHg inhibitory effect was in a dose-dependent near(d5 min pre-
incubation: Binear regressiomy -0.81,P < 0.0001; 60 min pre-incubation:
Binear regressiomy -0.74, P < 0.0001). Figure 4A also shows the high
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sensitivity of these dehydrogenases to the prebiamion conditions,
since MeHg elicited the same inhibitory patterreaft5 or 60 min pre-
incubation on these dehydrogenases activities rf@owntlues at 15 min
of pre-incubation: 296 + 61 nmol / min / mg prote60 min of pre-
incubation: 190 + 32 nmol / min / mg protein).

The IG, (MeHg concentration necessary to reduce 50% of
NADH dehydrogenase activity) value calculated fdre tNADH
dehydrogenase inhibition induced by MeHg-60 minesxpe was 482 +
2 uM (Figure 4A).

MeHg is a high electrophilic compound; thereforeany
mitochondrial enzymes and/or low molecular weigldmpounds,
including CK, NADH dehydrogenases and/or glutateiomould be
cellular targets of the mercurial, eliciting themef, oxidative stress and
mitochondrial dysfunction. In this context, Figu4& shows that the
reduction of MTT (an index of cell viability) by Welar and
mitochondrial dehydrogenases from mouse cortiGeéslwas severely
compromised by MeHg exposure (60 min of exposughiy 36.24,P
< 0.001]. Furthermore, the inhibitory effect of Mgldn MTT reduction
was accompanied by increased lactate formationratemtrations lower
than 100 uM MeHg (up to 19 % of incremerfi;[z;= 7.21;P < 0.01]
(Figure 4C). However, higher concentrations of thercurial also
elicited an inhibitory effect of anaerobic glycdlysleading to a
significant reduction of lactate formation (up t8 66 of reduction;
Figure 4C). Additionally, Figure 4D shows that MeHgduced
increased generation ob®, by mouse cortical slices exposed to MeHg
for 60 min Fe1= 21.57; P < 0.001], and this effect was in a
concentration-dependent manngiickar regression; -0.88; P < 0.001]
(Figure 4D).

Altered mitochondrial ultrastructure, diminished cagent and
energetics in cerebral cortex from MeHg-poisonedamiare prevented
by (PhSe) administration

Figures 5A - F show the effect of (Phgeh the mitochondrial
ultrastructure, content and energetics in cereboalex from MeHg-
poisoned mice. Figure 5A shows numerous corticabechondria with
spherical or oval profile, with delimited intermerahe space, and clear
projections of the inner membrane protruding it tnatrix to form the
cristae (Figure 5E). It is shown in Figures 5C, ridl &G that MeHg
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exposure promoted several ultrastructural changeabkd mitochondria
and a significant reduction in the number of caitimitochondria. The
most prominent mitochondrial ultrastructure altiemrat consisted in
organelle enlargement with greater volume (Figledhd the adoption
of different forms: curved, S-shaped and markettipgated. Moreover,
the electron microscopy analysis also revealedtdlespresence of a
fluffy material in mitochondrial matrix and a cledrsorganization of
mitochondrial crista in brain from MeHg poisonedceniFigure 5F). In
addition, Figure 5G shows that the MeHg-induced oalibndrial

content reduction (up to 53 % of reduction) wasidicantly prevented
by (PhSe) treatment 3 146758.19; P < 0.0001]. Moreover, (PhSe)
alone or when co-administered with MeHg, signifibarstimulated

mitochondrial biogenesis as shown by the increasauber of this

organelle in the mouse-exposed brain (up to 56 #aément induced
by (PhSe) per se, and up to 46 % of increment in MeHg +S@h

treated animals). Similarly, the MeHg-induced adiuiient of the
activity of the mitochondrial isoform of the brakey energy enzyme,
CK, (up to 97 % of inhibition) was significantly garented by (PhSg)
treatment (up to 69 % of preventionfds= 44.29; P < 0.0001].

However, AK and PK activities were not altered e ttreatments
(Figure 5H).

4 DISCUSSION

MeHg poisoning has a pattern of neurological danthge has
been associated with degeneration of the cerebgitarule cell layer
and the calcarine region from the occipital cortexjumans (Choi et al.
1978, Eto et al. 1999, Hunter and Russell 1954 etlieki 1982), and
also, in rodent brains (Nagashima 1997). The maisearched
mechanisms linked to these nervous system altemtare mostly
associated with intracellular calcium homeostasipairment (Sirois
andAtchison 2000), glutamate homeostasis alteratind oxidative
stress induction (Aschner et al. 2007, Farina 20Q1Ly study broads the
spectrum of impaired brain systems in MeHg-exposede by
providing evidence that a continuous MeHg (21 dadinistration
disrupts central and systemic energy metabolism aligring the
ultrastructural morphology and content of the crekbcortex
mitochondria, and by reducing the metabolic agtieit this organelle in
the brain (cerebral cortex) and periphery (systenpiatelets).
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Furthermore, this MeHg-induced impaired energefipears to elicit
also cognitive impairments, since poisoned animsiiswed memory
deficits. Here, it is also demonstrated that MeHtptoxic effects could
be attenuated if the selenium compound, (Ph3a)s also administered.

It has been previously demonstrated by our group th
experimental model utilized in the present invesi@n causes
significant neurotoxicity, evaluated by behavioueaid cortical and
cerebellar neurochemical parameters (de Freitat @009, Dietrich et
al. 2005, Farina et al. 2003, Franco et al. 200én¢o et al. 2007b,
Franco et al. 2009, Franco et al. 2010, Glaset.2040b). Also, we
have added new information about this model shovilvag long-term
oral MeHg administration induced significant cogmt alterations
(Figure 1A). These results are in agreement widlvipus experimental
data showing that MeHg induces impairments in stesrh memory and
motivation-driven behaviors in mice and rats (M&do et al. 2010,
Onishchenko et al. 2007). Furthermore, the altérglthavior is also in
line with epidemiological studies evidencing coyeitimpairment in
humans who were exposed to MeHg (Grandjean eB8l/,1Grandjean
et al. 1998, Grandjean et al. 1999). It is notelmporthe observed
memory deficits were significantly correlated witthe systemic
increased oxygen consumption by platelets, whialldcbe considered
as a marker for dysfunctional mitochondrial metéwol(Figure 2A and
Figure 3C). Moreover, MeHg-elicited altered systeméspiration was
also correlated with reduced cortical mitochondeiahtent and function
(Figure 2B-D; Figure 5G-H), suggesting mitochondalteration might
represent an important hallmark on MeHg-induced nitbg
impairment. Therefore, it is feasible to propose tmse of platelet
respiration, in addition to the measurement of mmgrdevels, as a
surrogate peripheral marker to predict neurotoxisit MeHg-exposed
individuals. The use of this systemic finding coblel supported by the
following observation: diseases with severe neugederation also
present systemic bioenergetics alterations, i.eParkinson disease
(PD), the brain energetic impairment - reductiorcarinplex | activity of
the respiratory chain — it has been consistenty $e platelets from PD
affected patients (Krige et al. 1992, Mann et 882).

Considerable interest is growing in the developmarit
biomarkers of MeHg exposure that could provideyeadrning signs of
MeHg neurotoxicity, before occurring considerablamége to the
nervous system. However, only few reports, in tierdture, could
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demonstrate a clear relationship between MeHg-ieducentral and
peripheral effects. The main difficulty found bysearchers has been the
inaccessibility of brain tissue for sampling. Batsensitive approach to
this trouble has been in some cases, the use iphpeal blood cells, in
particular the platelets. In this context, plateleave been routinely used
in pharmacological studies as models of nerve gsdimecause they
contain and release neurotransmitters and they meageptors for
neurotransmitters on their surface (Ally et al. 39€hakrabarti et al.
1998). Furthermore, it has been proposed thesed bdd@ments may
serve as a marker for changes in mitochondrial tfancoccurring in
senescence and ageing-related diseases (Merl@Path1996, Xu et al.
2007). Then, in this investigation, apart from meawgy brain energetics
after long term MeHg exposure, we also assesséelgilaespiration. As
previously reported by our group and others (Fraeta. 2007a, Glaser
et al. 2010b, Yoshino et al. 1966), MeHg exposur@uces energy
metabolism impairment, which is characterized gduced activity of
the mitochondrial respiratory chain. These alteratiwere found in the
brain (Figure 3A), and also visualized in platefetsn MeHg poisoned
animals (Figure 3B-D), and both of them were sigaifitly correlated
(Figure 2B-D). The increased platelet basal retipitgpoints to higher
energy demand on mitochondrial oxidative phospladigh (Figure
3B), probably, due to uncoupled mitochondria, av levels of cellular
ATP. This is also in line with the increased stMerespiration (when
the oxidation of respiratory substrates is not ¢edipo ATP synthesis;
use of olygomycin, in Figure 3C), observed in pgittefrom poisoned
mice, and mechanistically, this could be mainlkdid to proton leak
(Gnaiger 2007). Additionally, ROS formation and theluction of
mitochondrial permeability transition pore coulds@lcontribute, to
some extent to the increase of oxygen consumptod, these two
processes have been extensively demonstrated Méelg exposure
(Figure 4D) (Franco et al. 2009, Glaser et al. 20T8laser et al. 2010Db,
Mori et al. 2007). The activation of the latter manism leads to loss of
mitochondrial matrix substrates as well as disgpabf the proton-
motive force which uncouples and inhibits respimat{Nicholls 2004).
This is consistent with the inhibition of respicatiunder FCCP (Figure
3D). This inhibition in oxygen consumption could@lbe related to the
observation of reduced mitochondria content (Fig&®) and/or
inhibition in the respiratory chain complexes (FgWBA) on MeHg-
treated animals.
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On the other side, for a better understanding abtet
mechanisms involved in the MeHg induced corticeebesl energy
alterations, we have exposed brain preparationgréscent MeHg
concentration. We have observed a significant diegendent inhibition
of NADH dehydrogenase activity (complex | activitgfter short
periods of incubation, indicating the susceptipifitom this enzyme to
MeHg. Considering that complex | is the rate-limiti enzyme in
oxidative phosphorylation (Chinopoulos andAdam-Vi2001), a
reduced activity of this complex may have a diisgiact on the overall
energy state from the cell. Consequently, it issitda the electron
transfer chain impairment could play a criticalerah the initiation of
neuronal deterioration by limiting energy productiand promoting
oxidative stress, which is in agreement with th@gtation of anaerobic
glycolysis (lower concentrations of MeHg) and iresed HO,
production (Figure 4C-D). MeHg-induction of corticaitochondrial
oxidative stress probably provoked the inhibitidriCiK activity. In this
context, previous reports have pointed out thisyewzis essential to
maintain the development and regulation of cerehnattions, thence,
changes in its activity may represent an importstep in the toxic
mechanisms leading to neurodegeneration (Glasdr 2010a, Glaser et
al. 2010b, Tomimoto et al. 1993, Wendt et al. 2002preover, the
active site of CK contains a cysteinyl residue thafritical for substrate
binding (Kenyon 1996). Consequently, this enzymgdgbly susceptible
to inactivation by oxidative reactions (Yuan eti®92).

The effects of MeHg and/or (Phge)reatment on the
morphological profile of mitochondria representigngficant novelty of
this study. In fact, although some studies havevehileHg is toxic to
mitochondria (Glaser et al. 2010b, Mori et al. 20Qfis is the first one
to evidence the number and morphological mitochiahgrofiles have
changed after MeHg exposure (Figure 5G). This shdad involved
with the increased oxidative stress and energedficitl that was
observed on experimental models from MeHg poisofifagina 2011).
Since the number of mitochondria was reduced aedntbrphology
depicted tubular mitochondria, it could be alsopmsed mitochondrial
fusion was induced by MeHg poisoning. In this cahtdusion of
mitochondria is a process required for the intraofibndrial exchange
of metabolic substrates and maintenance of respyratapacity
(Skulachev 2001). Therefore, under situations oérgy deficiency
mitochondrial fusion might serve to mix and unifyitechondrial
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compartments, which allows the complementation dDMA and
counteracts respiratory deficiencies (Chen etG1020no et al. 2001).

This investigation also gives information about aginic
properties of (PhSg)and this result could be involved in its bengiici
effects against pathological conditions relate@rergetic misbalances,
including antioxidant, anti-inflammatory, antinoeptive, and
antihypercholesterolemic effects previously desatib(Burger et al.
2006, de Freitas et al. 2009, de Freitas 2011, Biog2011). Increased
mitochondrial content, in the cerebral cortex oh$e)-treated mice,
represents an intriguing finding of this study, adekerves additional
research.

Summarizing, the presented findings corroborateipus data
showing that MeHg induced brain mitochondrial ofida stress
(Glaser et al. 2010b, Mori et al. 2007, Roos et28l11), add new
concepts in the field of MeHg-toxicity, evidencittgat i) the number of
mitochondria is reduced in the cerebral cortexthg morphology of
mitochondria is altered, indicating the inductiorf tusion; iii)
mitochondrial respiration is systemically perturtzedit is shown by the
impaired platelet oxygen consumption; iv) systemiitochondrial
alterations correlate with central events, andPfSe) alone modulates
mitochondrial homeostasis by increasing the nunadfemitochondria,
which could be related to its previously reporteddficial effects.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1 Behavioral tests and motor profile from adult miegposed to
methylmercury (MeHg; 20 mg/L and 40mg/L)A) location index in object
location task (% of controls)Bj average speed (m/s) ar@) (distance travelled
at open-field test (m);Y) falling latency in Rota-rod apparatus (seconds).
Values are mean + standard deviation from ten dsinié® < 0.05, compared
to controls (One-way ANOVA followed by the post hest of Tukey).

Figure 2 Correlation studies between brain compleB), (Il (C) and lI-1ll (D)
activities or cognitive impairmentA) and platelet basal respiratiom=
Pearson’s correlation.

Figure 3 Energetics parameters in brain and platelets frduit anice exposed

to methylmercury (MeHg; 20 mg/L and 40mg/LR)(NADH dehydrogenase,

complex Il and complex lI-lll activities in MeHg-pwned mouse cortical

homogenates;B) platelet basal respirationC) state IV respiration (under

oligomycin effect), D) maximal respiration (after FCCP addition) arig) (

mitochondrial control ratio (between FCCP-titratethximal respiration vs.

state 4 respiration) in platelets. Values are mesatandard deviation from three
to six animals. *P < 0.05, ** P < 0.01, compared to controls (One-way
ANOVA followed by the post hoc test of Tukey).

Figure 4 In vitro effect of methylmercury (MeHg) on mouse brain ertoy
parameters. A) NADH dehydrogenase activity in cortical homogesat
exposed to MeHg (0-15QM) for 15 or 60 minutes;B) MTT reduction and
(D) mitochondrial HO, generation andQ) lactate release from mouse cortical
slices exposed to MeHg (0-15(M) for 60 minutes. Results were expressed as
percentage of controls and values are mean + strdkviation from three
animals. Control values for NADH dehydrogenasevégti(A), 15 minutes of
incubation 296 + 6umol/min/mg protein; 60 min of incubation 190 + géol

/ min / mg protein. Control values for lactate esle C) 0.50 £ 0.25 mmol / L.
Control values for KD, production D) 2,359 + 485 fluorescence units/mg of
protein. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001 compared to controls (One-way
ANOVA followed by the post hoc test of Tukey).

Figure 5 Mitochondrial ultrastructure in cerebral cortexrfradult mice control
(A); treated with diphenyl diselenide (PhsSé@); exposed to methylmercury
(MeHg; 40mg/L) C) and exposed to methylmercury (MeHg; 40mg/L) plus
diphenyl diselenide (PhSgeD); figures €) and §) are enlarged photos from
control and MeHg group, respectively. Control cmati sections show the
presence of numerous round-shape mitochondria, soim#em inside of
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unmyelinated axons (asterisk; X10,00@). Cortical sections from (PhSe)
treated mice show unchanged mitochondrial feataxess (asterisk; X10,000;
B). Images from cortical preparations from MeHg-teglamice display reduced
number of mitochondria, and some of them charamdriby a significant
increase in their size (asterisk: elongated mitadnion in a myelinated axon;
X10,000;C). Brain preparations from MeHg plus (PhSe¢ated mice show the
predominance of elliptical and round-shape mitochian (asterisk) similar to
those observed in (PhSeédeated mice. Also, some of them exhibit a sigaffit
increase in their volume (X10,000D). Control cortical sections from
unmyelinated axons (asterisk) show the inner mengréorming cristae
(asterisk; X47,000E). An elongated and curved-shape mitochondria rfakje
with a slight internal disorganization, particulaih its cristae (X 47,000F).
Cortical mitochondrial content were expressed asbar of mitochondria/field
(G). Adenylate kinase, pyruvate kinase and creatimade activities were
expressed as nmol/ min/ mg protekh)(Values are mean + standard deviation
from three animals. *P < 0.01, ** P < 0.001, compared to controfé?P <
0.001, compared to MeHg group (One-way ANOVA folemhvby the post hoc
test of Tukey).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5 A-D
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6 DISCUSSAO

O dano neurologico causado pela intoxicagdo por dvieskta
associado a degeneracdo da camada celular graserselar e da
regido calcarina do cortex. Estas alteracBes natoldgicas foram
descritas tanto em humanos quanto em roedores gHantd Russell,
1954, Tsuchiya, 1969, Eto et al., 1999, Andreyewlet 2005). Os
principais mecanismos de toxicidade relacionadestas alteragbes no
SNC estdo associados, principalmente, ao compnom@etd da
homeostase do célcio intracelular (Sirois and Athj 2000),
alteragbes na homeostase do glutamato e inducésteksse oxidativo
(Aschner et al., 2007, Farina, 2011b). Nosso estraipevidéncias de
que a continua administracdo de MeHg por 21 diagugica o
metabolismo energético central e sistémico poraalte morfologia e
contetdo de mitocondrias do cOrtex cerebral, ergduzir a atividade
metabolica nesta organela no cérebro (cortex cdjebrna periferia
(plaquetas). Além disso, este prejuizo energétidozido pelo MeHg
também provoca comprometimento cognitivo, visto auee animais
intoxicados com o mercurial mostraram déficit nanmdga. Ainda,
neste trabalho, foi demonstrado que os efeitostdmittos do MeHg
podem ser atenuados com a co-administracdo do cbonme Se,
(PhSe).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente aue
protocolo experimental de intoxicagdo com MeHg egpdo neste
trabalho, causa significante neurotoxicidade ewdelo por alteragbes
relacionadas com parametros comportamentais e ibitaps (Farina et
al., 2003, Dietrich et al., 2005, Franco et alQ&0Franco et al., 2007b,
de Freitas et al., 2009, Franco et al.,, 2009, Glasal., 2010b). O
presente estudo adiciona novas informacfes sohte m®tocolo
experimental, mostrando que a administracdo orapetida de MeHg
induz significantes alteracdes cognitivas carazdelds por prejuizo na
memoria relacionado com o comprometimento do coxerebral
(Figura 1A). Estes resultados estdo de acordo @aosdexperimentais
prévios mostrando que o MeHg induz comprometimaatonemoéria de
curto prazo e comportamentos dirigidos pela moéivacem
camundongos e ratos (Onishchenko et al., 2007, Mddiaet al., 2010).
Além disso, o comportamento alterado esta tambénacdedo com
estudos epidemioldgicos mostrando prejuizo cognitvn humanos
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expostos ao MeHg (Grandjean et al., 1997, Grandgaal., 1998,
Grandjean et al., 1999).

Segundo Murai e colaboradores (2007) o teste deOneerde
localizacdo do objeto representa um modelo de niana®pacial de
tentativa, onde o0s animais podem aprender sem cosforou
recompensas, como comida, moldando o processo reé@digagem.
Além disso, este modelo tem a vantagem da preferégee os
camundongos mostram por um objeto que foi movideuie posicao
inicial (Ennaceur et al., 1997). Apesar do testecseacteristico para
avaliar o comprometimento hipocampal, por estalaciehado a
aprendizagem espacial e reconhecimento de um alpjetguacdo nova
ou familiar (Assini et al., 2009), varios estud@nbém relatam o
envolvimento de diferentes areas do cortex cerel@abe-se que o
cértex pré-frontal medial € importante para a meandle trabalho
espacial (Brozoski et al.,, 1979), e que lesdes dntex pré-limbico
comprometem a performance no teste de localizagaubptto (Nelson
et al., 2011). O mesmo perfil no comportamentoatomais sdo obtidos
se estes sao submetidos a lesdes no fornix ou nexcéingulado
(Ennaceur et al., 1997). Assim, o prejuizo cogaitiva tarefa de
localizacdo do objeto pode envolver o comprometimeto cértex
cerebral dos roedores expostos, visto que a exmsiPnica ao MeHg
pode levar a degeneracdo do cortex cerebral, copacitm sobre o
cértex visual, em humanos e macaRbesus(Hunter, 1954). Neste
cenario, a constricdo do campo visual frequenteznebservado em
humanos intoxicados por MeHg seria o resultadoedldgode neurdnios
do cértex visual (Bakir et al., 1973).

Sabe-se que o0 MeHg prejudica o estado redox cefubar
interagir com moléculas de baixo peso moleculltdtona, cisteina,
etc) e com proteinas que contem grupos tidis, imdtuos complexos I,
I-1ll e IV da cadeia respiratéria e a creatina sgaitocondrial (mtCK)
como demonstrado aqui (Figuras 3A e 5G) e previéenpalo nosso
grupo de pesquisa (Glaser et al., 2010a, Glasgr, @010Db).

Existe um grande interesse pelo desenvolvimento de
biomarcadores que possam fornecer sinais de ajgdaoce da
neurotoxicidade do mercurial, antes de consideréleglo ao SNC.
Entretanto, poucos relatos na literatura demonstrara relacéo clara
entre efeitos centrais e periféricos induzidos pw@a&icante que
permitam tal identificacdo. A principal dificuldadencontrada pelos
pesquisadores € a inacessibilidade ao tecido etrnpéra amostragem,
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entretanto, uma solucdo para esse problema, paresmr o uso de
células sanguineas periféricas, em particular dequeltas. Neste
contexto, tem-se utilizado, rotineiramente, plagsetem estudos
farmacoldgicos, como modelo de termina¢cbes nerygsajue elas
contém e liberam neurotransmissores, além de coeteptores para
neurotransmissores na sua superficie (Ally et1893, Chakrabarti et
al., 1998). Além disso, tem-se proposto que ed&zsemtos sanguineos
podem servir como marcadores para mudancas naofumigdcondrial
ocorrida na senescéncia e doencas relacionadasla (erlo Pich et
al., 1996, Xu et al., 2007). Assim, neste trabaliém de avaliar o
metabolismo energético cerebral apos a exposigi@tida ao MeHg, foi
também avaliada a respiragdo mitocondrial em elagu

Os resultados deste trabalho estdo de acordo cbiicgmbes
prévias demonstrando que a exposicdo ao MeHg induz
comprometimento do metabolismo energético caraeigoi por reducao
na atividade da cadeia respiratdria mitocondriadsp¥no et al., 1966,
Franco et al., 2007a, Glaser et al., 2010b). Al@cdrroborar esses
resultados prévios com esquemas similares de aktraigio de MeHg,
este trabalho demonstra que essas alteracGes tamb@mecem no
cértex cerebral (Figura 3A) e que existe compramenito da respiracédo
mitocondrial na periferia (plaguetas; Figura 3B-Bjnda mais, foi
demonstrado que estes efeitos bioquimicos centaiperiféricos
correlacionam significativamente (Figura 2B-D). Qunento da
respiracdo basal das plaquetas aponta para a deianda energética
na fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Figura 3Bprovavelmente
devido a desacoplamento mitocondrial, ou a baixeeatracdo celular
de ATP. Isto também estd de acordo com o aumentespéracdo no
estado IV (quando a oxidacdo de substratos re§postndo esta
acoplada a sintese de ATP (uso de oligomicina giar&i3C) observada
em plaquetas de animais intoxicados, 0 que dewsm eslacionado
principalmente ao vazamento de prétons (Gnaiger,07R20
Adicionalmente, dois processos extensivamente dsiramios apos
exposicdo ao MeHg, a formacdo de EROs e a indugdpodo de
transicdo da permeabilidade mitocondrial, tambérdepo contribuir
para o consumo aumentado de oxigénio (Figura 4yi(kt al., 2007,
Franco et al., 2009, Glaser et al., 2010a, Glasar,e2010b). A ativacéo
do ultimo mecanismo leva a perda de substratosaddznmitocondrial
bem como a dissipagdo da forgca préton-motriz, o aquaeisa
desacoplamento e inibicdo da respiracdo (Nicha084). A adicéo de
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FCCP, um protondforo, capaz de liberar protons atimmitocondrial,
dissipando o gradiente de prétons, também provaethicdio da
respiracdo (Figura 3D) (Lehninger, 2004). A inilbigdo consumo de
oxigénio pode ser relacionada a reducdo no conteritiocondrial
observado (Figura 3H) e/ou inibicdo dos complexas ahdeia
respiratéria (Figura 3A) em animais tratados contiiyle

Vale ressaltar que o déficit de memdria observadielaciona-se
significativamente com o aumento no consumo deéoxigsistémico, o
que deve ser considerado como um marcador de d&urdo
metabolismo mitocondrial (Figuras 2A e 3D). Alérsdti, as alteracdes
na respiracao sistémica, induzidas por MeHg, tambémelacionam
com uma reducéo na fungdo mitocondrial no cértesteal (Figura 2B-
D), sugerindo que a alteracdo mitocondrial deveremmtar um
importante marcador do comprometimento cognitivduizido pelo
MeHg. Portanto, é possivel propor o uso da resfirgplaquetaria
como um marcador periférico para predizer a nexigittade em
individuos expostos ao MeHg, em adicdo a deteramacla
concentracéo de Hg sanguineo. O uso deste aclsémisio baseia-se
no fato de doencas com neurodegeneracio severarteagyesentarem
alteracbes bioenergéticas sistémicas, por exemmpo,doenca de
Parkinson (PD), onde comprometimento energéticebcal — reducéo
na atividade do complexo | da cadeia respiratériatem sido
constantemente observado em plaquetas de pacédatados (Krige et
al., 1992, Mann et al., 1992).

A fim de compreender melhor os mecanismos envadvidas
alteracbes energéticas cérebro-corticais induzidedo MeHg,
preparacdes cerebrais foram expostas a concerdragéscentes do
mercurial. Observou-se uma significante inibicdo al&vidade da
NADH desidrogenase (complexo 1), de maneira dogeildente, apds
pequenos periodos de incubacdo com MeHg, indicaadalta
suscetibilidade dessa enzima ao toxicante. Comsider que o
complexo | é a enzima limitante na fosforilag&odativa (Chinopoulos
and Adam-Vizi, 2001), a atividade reduzida destaexo pode ter um
impacto direto no estado energético geral da céhdaim, é possivel
que o comprometimento da ETC limite a producdo dergga e
promova estresse oxidativo, desempenhando um pejto na
iniciacdo da deterioragdo neuronal, ja que os tad aqui
apresentados mostraram estimulo da glicélise abiae¢Goncentracdes
menores de MeHg) e aumento na producdo ¢@, HFigura 4C-D).
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Provavelmente, a inducdo de estresse oxidativo contlrial, pelo
MeHg, em cértex, também provoque a inibicdo daid#tte da CK.
Neste contexto, estudos prévios apontam que egimaré essencial
para manter o desenvolvimento e regulacdo de feng@&eebrais,
portanto, mudangas na sua atividade podem repaesent ponto
importante nos mecanismos toxicos que levam a degemeracdo
(Tomimoto et al., 1993, Wendt et al., 2002, Glaseal., 2010a, Glaser
et al., 2010b). Além disso, o sitio ativo da CK téom um residuo
cisteinil que é critico para a ligagdo do substé€enyon, 1996).
Consequentemente, esta enzima é altamente subéeinativacio por
reacOes oxidativas (Yuan et al., 1992).

Os efeitos do tratamento com MeHg e/ou (Ph$%e) perfil
morfolégico da mitocdndria representam uma novida@mificativa
neste estudo. De fato, embora alguns estudos mosfue o MeHg é
téxico para a mitocondria (Mori et al., 2007, Glaseal., 2010b), este é
0 primeiro a mostrar que o numero e perfil morfaldg das
mitocéndrias sdo alterados apds a exposicado aauri@r(Figura 5A-
G). Este resultado deve ser consequéncia da indded@stresse
oxidativo e déficit energético observado em modelgserimentais de
intoxicacdo por MeHg (Farina, 2011b). Como o nunteranitocéndrias
foi reduzido e a morfologia prevalente foi de mitodrias tubulares,
pode-se propor que a intoxicagdo por MeHg indursad mitocondrial.
A fus@o de mitocdndrias € um processo requerida patroca de
substratos metabdlicos intramitocondrial e mandtenga capacidade
respiratoria (Skulachev, 2001). Portanto, sob s@iaa de deficiéncia
energética, a fusdo mitocondrial permitiria mistura unificar
compartimentos mitocondriais, 0 que resultaria oimpiementacao de
DNA mitocondrial (mtDNA) e neutralizacdo de defividas
respiratérias (Ono et al., 2001, Chen et al., 20A8m disso, a fusdo
funciona como um mecanismo para 0 controle de dpddi
mitocondrial j& que previne a concentracdo local mieteinas
mitocondriais defeituosas, por dilui-las atravésrelde mitocondrial.
Reciprocamente, a reducdo anormal da fusdo de dniloas
defeituosas resulta na exclusdo de macromolécatafahdas dentro de
uma Unica unidade mitocondrial (Benard and Karbgvz09).

Este trabalho também forneceu informacbes sobre as
propriedades mitogénicas do (PhSe} quais podem estar relacionadas
aos efeitos benéficos contra condi¢cdes patolégietacionadas ao
desbalanco energético, incluindo efeitos antioxiegn anti-
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inflamatoérios, antinociceptivo, e antihipercolestémico previamente
descritos (Burger et al., 2006, de Bem et al., 2d@8Bem et al., 2009,
de Freitas et al., 2009, de Freitas and Rocha,,20adt et al., 2011,

Nogueira and Rocha, 2011). O aumento no conteUtlacomdrial em

coértex cerebral de camundongos tratados com (Ph&gesenta um
achado intrigante deste estudo, mas os mecanistamsonados a este
evento ainda ndo foram elucidados; isto constiti tdpico muito

interessante que merece pesquisas adicionais.
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7 SUMARIO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

. A exposicdo oral e a longo prazo ao toxicante Meitipz
prejuizo cognitivo, assim como disfuncdo mitocoaldnio cortex
cerebral de camundongos, por reduzir a atividadecdmplexos
Il e llI-11l da cadeia de transporte de elétrordaemtCK;

. O MeHg inibe a atividade da NADH desidrogenasematée
induzir a producdo de EROs fBb) e a glicélise anaerdbia,
comprometendo a viabilidade celulsr vitro em amostras de
coértex cerebral de camundongos.

. Os efeitos comportamentais e no metabolismo eneogedrebral
de camundongos expostos a longo prazo ao MeHg
correlacionam-se com alteracdes sistémicas, coglimiauicio
no consumo de oxigénio em plaquetas, evidenciando
comprometimento do funcionamento mitocondrial,

. A exposi¢do oral e a longo prazo ao toxicante Méelg a
reducdo no conteudo e alteragBes na morfologiecomtdrial em
cértex cerebral de camundongos, provavelmente mauzir o
processo de fusdo mitocondrial, 0 que pode serepidy pela
coadministracéo de (Ph3ge)

. O (PhSe) per se modula a homeostase mitocondrial por
aumentar o numero de mitocdndrias em cortex cdredea
camundongos, 0 que pode estar relacionado com a®sef
benéficos previamente relatados.
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8 CONCLUSAO GERAL

A exposicdo oral e prolongada ao MeHg leva ao
comprometimento cognitivo, assim como do metabdisnergético
mitocondrial no tecido nervoso e sanguineo. A cdaidtracdo de
(PhSe) previne tais efeitos, além de induzir aumento nateimo
mitocondrial quando administrado individualmente. a&aliacdo da
funcdo mitocondrial em plaquetas parece ser umdriceaor promissor
para avaliar o grau de comprometimento do organistaxicado por
MeHg.
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9 PERSPECTIVAS

Investigar o efeito da exposi¢cdo ao MeHg sobreessao de
genes relacionados com proteinas envolvidas noessstr
oxidativo e bioenergética, como NDU-FA6 (subunidadie
NADH desidrogenase da cadeia respiratéria mitodahdr
citocromo oxidase (COX) | (complexo 1V), TFAM, NB e Nrf-
2.

Investigar o efeito da coadministracdo de (Ph&eMeHgno
consumo de oxigénio em plaquetas e no prejuizoitbagn

Investigar a expressdo de genes de proteinas @a®Inos
processos de fusdo e fissdo mitocondrial em cdémtesbral de
camundongos expostos ao MeHg e ao (PhSe)

Investigar os mecanismos moleculares envolvidogumeento no
conteudo mitocondrial em cortex cerebral de camngds
tratados com (PhSg)
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