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Resumo:

No ambiente, os plasticos estdo sujeitos a degradacao por processos biolégicos e
fisico-quimicos, gerando particulas menores. Sao chamados de microplasticos
(MPs) as particulas com tamanhos entre 1 ym e 5 mm. Estudos ja demonstraram a
presenca de MPs em produtos alimenticios, medicamentos e cosméticos. Também
podem ser encontrados em diversos niveis troficos e em humanos. MPs de
poliestireno sdo capazes de se translocar do lumen intestinal para a corrente
sanguinea e provocar efeitos prejudiciais a nivel celular e tecidual. Ja o
metilmercurio (MeHg) € um contaminante ambiental cuja exposicdo, mesmo que
branda, pode resultar em riscos a biota e a saude humana, sendo capaz de
atravessar membranas bioldgicas. Devido a ampla distribuicdo e capacidade de
bioacumulagdo, os microplasticos e o mercurio (Hg) sdo considerados grandes
ameagas a saude humana e ao meio ambiente. No entanto, suas interagdes
toxicolégicas, especialmente os efeitos combinados, ainda s&o pouco
compreendidos e por isso precisam ser melhor elucidados. O presente estudo tem
como objetivo quantificar o dano oxidativo a macromoléculas por meio de ensaios

redox, para -SH total, -SH n&o proteico, TBARS e carbonila; identificar alteracdes
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comportamentais, por meio do teste de campo aberto e Labirinto em cruz elevada; e
o imunoconteudo das proteinas de oclusdo Ocludina e Claudina-5 em ratos Wistar.
as analises foram realizadas a partir de cerebelo, cértex pré-frontal e cortex total de
ratos Wistar. O teste de azul de Evans foi utilizado para verificar a permeabilidade
de membrana em figado e cérebro total; Evidenciamos aumento de dano oxidativo
como diminuigao nas quantidades de -SH total, TBARS e carbonila causado por MP
e MeHg em todos os tecidos analisados de forma individual ou de modo conjunto,
aumento da permeabilidade das membranas e possiveis alteracdes
comportamentais relacionadas ao dano oxidativo observado pelas contaminagdes
estudadas. Apesar dos esforcos do nosso estudo, ainda ndo estdo claros os
mecanismos de toxicidade e os efeitos no status redox e comportamental, dito isso

mais estudos sdo necessarios para elucidar e corroborar as analises feitas aqui.

Palavras-chave : Metilmercurio; Microplastico; Estresse Oxidativo; Permeabilidade;

Comportamento; Imunoconteudo;

Abstract:

In the environment, plastics are subject to degradation by biological and
physicochemical processes, generating smaller particles. Particles with sizes
between 1 ym and 5 mm are called microplastics (MPs). Studies have already
demonstrated the presence of MPs in food products, medicines, and cosmetics. It
can also be found at various trophic levels and in humans. Polystyrene MPs are
capable of translocating from the intestinal lumen to the bloodstream and causing
harmful effects at the cellular and tissue level. Methylmercury (MeHg) is an
environmental contaminant whose exposure, even if mild, can result in risks to biota
and human health, being able to cross biological membranes. Due to their wide
distribution and bioaccumulation capacity, microplastics and mercury (Hg) are
considered major threats to human health and the environment. However, their
toxicological interactions, especially the combined effects, are still poorly understood
and therefore need to be better elucidated. The present study aims to quantify
oxidative damage to macromolecules through redox assays, for total -SH,
non-protein -SH, TBARS, and carbonyl; identify behavioral changes, through the

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



proteins Occludin and Claudin-5. The analyses were performed in the cerebellum,
prefrontal cortex, and total cortex of Wistar rats; And the Evans blue test was used
to check membrane permeability in the liver and total brain; We evidenced an
increase in oxidative damage as a decrease in the amounts of total -SH, TBARS,
and carbonyl caused by MP and MeHg in all tissues analyzed individually or jointly,
increased membrane permeability, and possible behavioral changes related to the
oxidative damage observed by the contaminations studied. Despite the efforts of our
study, the mechanisms of toxicity and the effect on redox and behavioral status are
still not clear, that said, more studies are needed to elucidate and corroborate the

analyses made here.

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

Immunocontent.

Highlights:

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

e Analise extensiva do dano oxidativo causado na fase de desenvolvimento
juvenil em ratos Wistar

e A exposicdo combinada de MP + MeHg causa aumento da permeabilidade da
BHE e redugéo do imunoconteudo de Ocludina e Claudina-5



Abreviagoes:

4-HNE - 4-hidroxinonenal

ATP - Adenosina trifosfato

AGEs - Produtos de glicagdo avangada

BHE - Barreira Hematoencefalica

CAT - Catalase

CAPES - Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
DNPH - Dinitrofenilhidrazina;

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

FAPERGS - Fundagéao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
GSH-Px - Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa

H202 - Perdxido de hidrogénio

H20 - Agua

Hg - Mercurio;

LDH - Lactato desidrogenase

MPs - Microplasticos;

MeHg - Metilmercurio;

NPs - Nanoplasticos;

PBS - Tampao fosfato salina;

SH - Tiol reduzido;

SNC - Sistema nervoso central

SOD - Superdéxido dismutase

TBA - Acido Tiobarbiturico;

TBARS - Espécies Reativas ao Acido Tiobarbiturico;

TCA - Acido Tricloroacético;

RNS - Espécies reativas de nitrogénio

ROS - Espécies reativas de oxigénio

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

UV - Ultravioleta



Sumario

1. INtrodUGAO0 ... 10
2. Metodologia ...........ooiiiii 14
21, ANIMAIS ... 14
2.2 EXPOSIGAO. ... 15
2.2.1. MicroplastiCo...........ooiiiii 15
2.2.2 MetilmerCuUrio. ... ... 16
3. TECNICAS ..o 16
A AZUIAE EVANS ... 16
3.2.Bradford ... 16
3.3. WesternBlotting ..., 17
3.4. Marcadores de dano oxidativo ..., 18
3.4.1. Conteudo tidlico ou grupamentos -SH .................................. 18
3.4.2. Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) ................ 18
34.3.Carbonila ... 19
3. 4. E L LS A 19
3.5.Comportamento. ... 20
3.5 1. Campo aberto ... 20
3.5.2. Labirintoemcruzelevada ....................coii 21
4. Resultados ... 21
4.1. Permeabilidade de membrana e quantificacdo de imunoconteudo de
Claudina-5 e Ocludina em tecido cerebral ...................................... 21
4.2. Marcadores de dano oxidativo em cértex total .......................... 22
4.3. Marcadores de dano oxidativo em cerebelo .............................. 23
4.4. Marcadores de dano oxidativo em cértex pré frontal.................. 23

4.5. Parametros comportamentais em animais expostos a MP e MeHg .... 24

4.51.Campoaberto ............coooiiiii 24
4.5.2. Labirintoemcruzelevada .................oo 25
. DS CUSSAO ..o 25

5.1. Perda do conteudo de Claudina-5 e Ocludina durante exposicao ao MP e
MeHg causam aumento da permeabilidade daBHE ..................... 25
5.2. Exposicao individual e conjunta a MP e MeHg causa aumento de

marcadores de dano oxidativo em diferentes tecidos cerebrais ...... 27



5.3. Aumento do comportamento do tipo ansioso devido a danos causados

POrMP @ MeHQ ... 31
6. CONCIUSAO .....miniiii e 32
REFERENCIAS .......coooiiiiiii e, 34

ANEXO A —Figuras .........cooouiiiiiiii e 45



10

1. Introducgao

Henri Braconnot, um francés, foi creditado pela inveng¢ao da nitrocelulose, a
qual é predecessora do plastico. Em 1868, a producao industrial desta substancia
comegou nos Estados Unidos, liderada pelos irmaos Hyatt, que a utilizaram para
fabricar bolas de bilhar. No entanto, a nitrocelulose foi posteriormente substituida
por plastico sintético. Entre as duas Guerras Mundiais, surgiram os principais tipos
de plasticos sintéticos: Celofane em 1913, policloreto de vinila em 1927, poliestireno
e nylon em 1938, e polietileno em 1942. Inicialmente, o plastico foi usado como
substituto do marfim (Chalmin et al., 2019)

No entanto, o seu uso intensivo durante diversos anos se deve,
principalmente, pela sua versatilidade que vai desde sacolas plasticas e roupas, a
itens médicos e eletronicos, juntamente com o descarte inadequado. Porém, isto
tem levado ao acumulo de residuos em aterros e oceanos, causando um impacto
significativo em diferentes ambientes naturais terrestres e para a vida marinha. A
quantidade crescente de particulas plasticas exerce uma carga significativa sobre o
ecossistema. Sem acgdes significativas, projeta-se que a deposicédo de residuos
plasticos nos ecossistemas aquaticos quase triplique até 2040, com sérios impactos
sociais, econdmicos e ecoldgicos negativos (PNUMA, 2021). Apesar da reciclagem
ser uma estratégia importante para gerenciar os residuos plasticos, ela sozinha néao
consegue acompanhar a quantidade de residuos gerados. A reciclagem de plasticos
enfrenta varios desafios, incluindo a separagao eficaz dos diferentes tipos de
plasticos e a possibilidade de reutilizagdo, uma vez que a toxicidade do plastico é
ampliada com sua reciclagem. Juntamente com a durabilidade, o plastico resultou
em riscos potenciais para a economia, a saude humana e o ambiente (Greenpeace.,
2023).

O consenso atual para a definicdo de microplasticos (MPs) é que eles podem
ser considerados particulas plasticas menores que 5 mm, sendo divididos em dois
grupos dependentes de sua origem. Os MPs primarios que sao liberados
diretamente para o meio ambiente como pequenas particulas, sendo que as
principais fontes sdo a lavagem de roupas sintéticas (35%), a abraséo de pneus de

veiculos automoveis durante a condugdo (28%) e os MPs adicionados
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intencionalmente a produtos de higiene pessoal, como por exemplo microesferas
em esfoliantes faciais (2%) (European Parliament, 2018). J& os MPs secundarios
sdao gerados no ambiente natural e resultam da degradacdo de matrizes plasticas
maiores que usualmente tém sua origem em material incorretamente descartado ou
abandonado, como por exemplo sacos de plastico, garrafas de plastico ou redes de
pesca (European Parliament., 2018, Rochman, Brookson et al., 2019). Uma vez que
as particulas geradas (primaria ou secundariamente) a partir destes produtos sao
despejadas no meio ambiente elas se tornam passiveis de serem ingeridas pelos
organismos independentemente do seu nivel tréfico na cadeia alimentar (Lusher,
Welden et al. 2017). Desta forma, a concentragdo de MPs tende a aumentar ao
longo de toda a cadeia trofica, resultado da bioacumulagdo e, mais tarde, da
biomagnificacdo destas particulas nos niveis superiores da cadeia alimentar,
contribuindo, inevitavelmente, para a exposicdo em humanos e assim passivel de
causar dano a todo ecossistema e a saude humana (Rochman, Brookson et al.
2019; Kokalj et al., 2018)

Os residuos plasticos inevitavelmente chegam ao meio ambiente, e podem
ser divididos pelo seu tamanho, em grandes plasticos (>2,5 cm), plasticos médios
(tamanho da particula = 0,5-2,5 cm), microplasticos (MPs) ( 1 ym-5 mm) e
nanoplasticos (NPs) (<1 uym). Todas estas particulas continuam a ser degradadas no
ambiente através de varios processos fisico-quimicos, como intemperismo, radiagcao
ultravioleta (UV) e atividades humanas (Huang et al., 2021). Estima-se que o
numero total de MPs seja responsavel por 92,4% dos detritos plasticos marinhos, e
a poluicdo por MP esteja amplamente distribuida em oceanos, rios, lagos e lavouras
(Carr et al., 2016; Wang et al., 2021; Yuan et al., 2020). Os MPs tornaram-se um
ponto focal em pesquisas recentes de poluentes devido a sua ampla ocorréncia e
potenciais riscos ecolégicos e também a saude humana (Law e Thompson, 2014;
Thompson et al., 2004). Collard (2019) e Koongolla (2020) coletaram grandes
quantidades de dados sobre a poluicdo de MPs em peixes de agua doce e
detectaram acumulo de MPs em mais de 200 espécies. O acumulo excessivo de
MPs tem sido associado a efeitos adversos no sistema digestivo de peixes
(Koongolla et al., 2020; Collard et al., 2019), e também alteragdes no sistema
reprodutivo e desenvolvimento larval (Li et al., 2018). Além disso, outros estudos ja

demonstraram que o acumulo de MPs pode reduzir a taxa de eclosdo em peixes,
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além de causar inchacgo intestinal e alteragdes histopatologicas (Choi et al., 2018;
Jin et al., 2018).

A carga elétrica, a alta area superficial especifica e a hidrofobicidade dos
MPs os tornam portadores ideais de outros poluentes (Carr et al., 2016). Isso torna
0s animais aquaticos especialmente propensos a exposicdo quimica, incluindo
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs), produtos quimicos
desreguladores enddcrinos (EDCs), éteres difenilicos polibromados (PBDEs) e
poluentes organicos persistentes (POPs) em solugdo aquosa, todos os quais
também podem entrar na cadeia alimentar e causar sérios problemas ambientais e
de saude humana (Carr et al., 2016; Liu et al., 2018). Dessa forma desencadeando
efeitos catastroficos no ambiente, na biota marinha e alcancando niveis tréficos
superiores. Além dos efeitos toxicos do microplastico na biota aquatica, os
organismos terrestres também estdo suscetiveis a tal poluigdo, através da inalagao
e ingestao de alimentos contaminados (Olivatto et al., 2018). O acumulo de MPs no
intestino de aves causa danos fisicos e toxicidade quimica, resultando em
deficiéncia nutricional, deposi¢cdo de gordura e perda de peso (Zhao et al., 2016).
Além disso, ja foi relatado por Ragusa et al. e Schwabl et al. a presenca de MPs em
placenta e em fezes humanas (Ragusa et al., 2021;Schwabl et al., 2019). Leslie et
al. (2022) também encontraram e dosaram microplasticos em sangue humano onde
a concentragdo das particulas atingiu uma média de 1,6 microgramas por mililitro
(Leslie et al., 2022). Outro estudo produzido no Reino Unido com material coletado
atraveés de cirurgias relatou que microplasticos estdo presentes em todas as regides
dos pulmdes humanos sendo as fibras de polipropileno e polietileno tereftalato as

mais abundantes (Jenner et al. 2022).

A presenca de microplasticos € uma preocupacao crescente devido a sua
capacidade de atrair e se ligar a ions metalicos, incluindo o mercurio. A superficie
dos microplasticos pode apresentar cargas elétricas que atraem ions metalicos
presentes na agua. Além disso, caracteristicas fisicas dos microplasticos, como
poros e fendas podem servir como locais de alojamento para esses ions. Devemos
levar em conta que seu tamanho também interfere na capacidade de adsorcao
(Horton et al., 2017; Olivatto et al., 2018). Quando os microplasticos e o mercurio
coexistem em um ambiente aquatico, é altamente provavel que ocorra uma ligagao

entre eles. Isso é preocupante, pois pode levar a bioacumulagdo de mercurio na
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cadeia alimentar aquatica, o que pode resultar na transferéncia do mercurio ligado
aos microplasticos para esses organismos e, eventualmente, ao longo da cadeia
alimentar. Isso ressalta a necessidade de estudos mais aprofundados e medidas
preventivas para mitigar a poluicdo por microplasticos nos ecossistemas aquaticos
(Torres et al., 2021) .

As principais fontes de emissdo do mercurio para o meio ambiente podem
ser naturais (desgaseificagcdo da crosta terrestre e atividade vulcanica) e
antropogénicas (atividades industrial e agricola, queima de combustivel fossil,
mineracgao, etc.) (WHO., 1989). Em ambientes naturais, o mercurio € mais comum
na forma de compostos organometalicos com um ou dois carbonos, sendo a forma
mais téxica o metilmercurio (MeHg) (Brito et al., 2021), um organometalico de
cadeia curta com um carbono no radical [CH;HgX], onde X pode ser um grupo
brometo, cloreto, nitrato ou acetato. Sutton (2002) ja demonstrou que o
metilmercurio é absorvido através do trato gastrointestinal e acumulado pelos
glébulos vermelhos através do plasma e é responsavel por efeitos nocivos para a
saude humana (Olivero-Verbel e Johnson Restrepo., 2004; Sutton et al., 2002).

A taxa de metilagdo do mercurio pode influenciar na bioacumulacdo do
elemento uma vez que a concentragdo de metilmercurio nos organismos aumenta
com a concentragédo deste na coluna d'agua (Watras et al., 1998). O MeHg tem alta
capacidade de incorporagao pelas células e normalmente encontra-se ligado aos
grupos sulfidrila das proteinas, agindo como inibidor e modificador das atividades
proteicas (Neathery & Miller., 1975). Além de se acumular nos organismos, o MeHg
presente no ambiente pode sofrer biomagnificagdo, resultando em altas
concentragdes de mercurio nos organismos de topo de cadeia (Kasper et al., 2007).
Os peixes piscivoros, por exemplo, apresentam maiores concentracdes de mercurio
quando comparados aos peixes de menor nivel tréfico (Palermo et al., 2004; Kasper
et al., 2007). O metilmercurio é distribuido de forma geral apds ser absorvido mas
possui uma alta afinidade pelo tecido cerebral, onde ele é capaz de difundir para
diversas regides do sistema nervoso e também podendo cruzar a barreira
hemato-encefalica (Aschner & Clarkson., 1998; Zareba et al., 2007). Alguns
mecanismos como estresse oxidativo, dano mitocondrial, perturbagao na funcao de
neurotransmissores e na atividade GABAérgica foram propostos para tentar explicar

os efeitos deste composto que é responsavel por provocar neurotoxicidade



14

acumulada e mal desenvolvimento do sistema nervoso central (Espitia-Pérez et al.,
2018a; 2018b).

Através dos mecanismos explicados acima, e possivelmente outros, a
presenca de MPs no ambiente marinho nao sé representa uma ameacga direta ao
ecossistema marinho, mas também pode potencializar a toxicidade de outros
contaminantes, como os metais toxicos, ao atuar como seus vetores. Isso destaca a
necessidade de mais pesquisas e medidas para mitigar a poluicdo por MPs. Apesar
das citagbes anteriores, o potencial sinérgico do microplastico e metilmercurio em

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

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivos avaliar o possivel
efeito sinérgico da exposicdo a microparticulas plasticas de poliestireno e ao
metilmercurio em parédmetros de neurotoxicidade em ratos Wistar. Isso sera feito
através da analise da permeabilidade do tecido cerebral e de importantes moléculas
da juncao estreita do cérebro, e também associando a quantificagdo de marcadores
de estresse oxidativo em diferentes estruturas do SNC com os dados

comportamentais obtidos.

2. Metodologia

2.1. Animais

Nesse trabalho foram utilizados 56 ratos Wistar machos com 30 dias de idade
oriundos da col6nia do CREAL-UFRGS. Os animais foram recebidos com 21 dias de
idade e foram climatizados e manipulados por sete dias antes do inicio da exposi¢cao
para habituagdo com os pesquisadores.

Com 30 dias de vida se deu inicio a exposigdo dos animais, estes foram

divididos em quatro grupos:
1) Grupo Controle 8+6= 14 animais
2) Exposigéao individual de microplastico 8+6= 14 animais
3) Exposicao individual de metilmercurio 8+6= 14 animais

4) Exposicao associado de microplastico e metilmercurio 8+6= 14 animais
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Total: 56 animais

Todas as exposi¢cdes foram realizadas com a mesma metodologia durante
oito semanas e a exposi¢cao combinada consistiu na mesma dose das exposicoes
individuais, porém com os dois compostos presentes na agua, dessa maneira sendo
possivel avaliar a ocorréncia de adsor¢ao do metilmercurio as particulas plasticas e

se isso influenciou em uma maior absor¢ao destes no organismo.

4 animais de cada grupo e que receberam o corante azul de Evans foram
eutanasiados através de perfusdo para realizar as analises de permeabilidade. Os
animais foram completamente anestesiados com mistura de quetamina/xilazina e
entdo dissecados e perfundidos com uso de NaCl 0,9% até completa limpeza do
sangue. Apos isso, O cérebro e figado foram entado dissecados sob gelo e pesados
em balanca de precisdao e armazenados em -80°C para posterior normalizacéo e

quantificacao do corante.

Os animais destinados as analises redox foram eutanasiados por
decapitagao utilizando guilhotina e a fim de evitar alteragdes nos parametros
bioquimicos avaliados os animais nao foram anestesiados. Foram tomadas todas as
medidas necessarias para minimizar o estresse e desconforto dos animais antes,
durante e depois do procedimento. Os érgéos foram dissecados e separados por
tecido sob gelo e para esse estudo utilizamos o cortex total, cerebelo e cortex

pré-frontal, posteriormente foram armazenados em -80°C até as analises.

Todas as diretrizes de acordo com a resolugdo N° 57, de 6 de dezembro de
2022 e de acordo com a lei legal brasileira, Lei n°® 11.794/2008 (Lei Procedimentos
para o Uso Cientifico de Animais - Lei No 11.794, 8 de outubro de 2008), foram
seguidas para evitar o sofrimento e o desconforto animal. O projeto foi aprovado

pelo comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) sob nimero: 36530.

2.2. Exposigao

2.2.1. Microplastico

Foram utilizados MP da empresa Sphero Tech, cédigo #SPHE-PP5010 de 50
micrémetros (um) de tamanho e oferecidos na dose de 2000 ug/L que foi elaborada

baseado nos trabalhos de Lu et al (2018) e Luo et al (2019). A dose escolhida para
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ser utilizada apresentou os efeitos mais evidentes no trabalho de Lu, et al (2018) e
segundo os autores ela apresenta cerca de 1.456 x 10* particulas por litro sendo
uma concentragdao ambientalmente relevante. A exposicdo com MPs foi feita através
da diluicao destes na agua disponivel nas garrafas dos animais. Brevemente,
2000ug gramas de MP foram diluidos em 1 Litro de agua que foi a unica agua

disponibilizada para os animais ad libitum.
2.2.2. Metilmercurio

A exposigcdo de metilmercurio ocorreu através da diluicdo na agua disponivel
nas garrafas dos animais. A dose de metilmercurio escolhida é a de 0,5 mg/Kg,
baseada nas concentragdes ambientais e no consumo de peixe per capita na
Colémbia sendo a dose ja utilizada em outros trabalhos do nosso grupo utilizando o

metilmercurio como contaminante (Pérez-Espitia., et al. 2018a, 2018b).
3. Técnicas
3.1. Azul de Evans

Para avaliar a permeabilidade das barreiras fisiolégicas, como a barreira
hematoencefalica, mediante exposi¢cao aos contaminantes foi realizado o ensaio do
corante Azul de Evans. O Azul de Evans se liga a albumina tornando o animal azul
algumas horas apdés a aplicagdo do corante. Sendo a albumina uma proteina
relativamente grande, 65-70kDa, quando esta transpassa para tecidos através de
barreiras fisiologicas, podemos inferir que ha a passagem de outras moléculas
menores. O corante foi preparado em solugao salina na concentracido de 12%,
injetada na cavidade peritoneal do animal e verificada a difusdo completa algumas
horas apds a aplicagdo. Apds a eutanasia por perfusdo e pesagem dos tecidos de
interesse o0 corante pode ser detectado por homogenizagdo com acido
tricloroacético 50%, e detectada por absorbancia de florescéncia em
espectrofotometro a 620nm / 680nm de excitagcdo e emissao, respectivamente
(Goldim et al. 2019).

3.2. Bradford

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

proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este
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meétodo foi utilizado para ponderar todas as amostras para as técnicas utilizadas, o
qual é baseado na interagao entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas
que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de
reacao, a interacao entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que
absorve fortemente em 595 nm. Ao estabelecer uma curva de calibracdo com base
em concentragdes padrao de proteinas, podemos determinar a concentragao de
uma proteina desconhecida em uma solugdo, medindo a absorbéncia da solugao

apos a introdugéao de um corante (Bradford, 1976).

3.3. Western Blotting

Por meio de marcacdo do imunoconteudo através da técnica de Western
blotting, as proteinas Claudina-5 (#4C3C2) e Ocludina (#OC-3F10) foram
semi-quantificados utilizando a B-actina (MA5-15739-D800) como controle
housekeep. As amostras foram preparadas em tampao RIPA contendo o inibidor de
proteases fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) e o inibidor de fosfatases
ortovanadato de sodio. Apds a ponderacdo, foi adicionado as amostras tampao
Laemli com 10% de beta-mercaptoetanol na propor¢ao de 1:1 e as amostras foram
aquecidas a 90° por 5 minutos. As amostras foram entdo adicionadas ao gel em
quantidade de 60 ug por pogo. A eletroforese foi feita em 80v por 20 min e
posteriormente 60 min a 120v para o gel de stacking e corrida respectivamente.
Apos a corrida, as amostras foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose através de uma unidade transbloting semi-seca da marca Biorad®.
Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com albumina a 5% por 60 min,
removido o excedente por lavagem com TTBS 4 vezes sob agitagdo por 15 min. As
membranas foram entdo incubadas com o anticorpo primario de interesse na
diluicdo 1:2000, de acordo com o fabricante, e anticorpo secundario especifico
também na diluicdo de 1:2000. Para revelagao foi utilizado o Kit SuperSignal com
numero de catalogo 34578 da empresa Thermo Fisher. As bandas foram

quantificadas utilizando o software ImageJ® e ponderadas por B-actina.



18
3.4. Marcadores de dano oxidativo

Alguns marcadores de estresse oxidativo foram avaliados em diferentes
estruturas do sistema nervoso por meio de ensaios espectrofotométricos para se
quantificar o dano oxidativo a biomoléculas nestas estruturas, como: -SH protéico e
nao-protéico e grupamentos carbonila para avaliar o dano a proteinas e
aminoacidos; formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e
formacédo de 4-hidroxinonenal, para avaliar a peroxidagao lipidica; e formacao de
nitrotirosina para avaliar brevemente o estresse por espécies reativas de nitrogénio;
além disso, foi também avaliada a formagao de carboximetilisina, um composto de

glicacéo avangado.
3.4.1 Conteudo tidlico ou grupamentos -SH

O conteudo tidlico foi medido pela reacdo com 5,5-ditio-bis-(2-acido benzdico)
(DTNB) 10mM. Resumidamente, 40 ug de proteina foram adicionados a placa de
espectrofotometria e combinados com acido bérico e DTNB, a espectrofotometria foi
realizada e a placa lida no momento 0 usando 412 nm. Apds 1 hora de incubacéo, a
absorbancia foi lida novamente a 412 nm. A primeira leitura foi deduzida da ultima
leitura e os resultados foram entdo normalizados para serem expressos como pmol
SH/mg de proteina. Para tidis ndo proteicos, o conteudo de proteina nas amostras
foi precipitado usando TCA na concentracéo final de 20% e depois centrifugado a
10.000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e usado para reagir com
DTNB (Ellman, 1959).

3.4.2 Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela quantificacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) conforme descrito por Esterbauer e
Chessman (1990). A reacgéo do acido tiobarbiturico com lipoperdoxidos presentes em
meio acido aquecido a 100° C confere as amostras uma coloragao rosa que pode
ser lida por espectrofotometria. Resumidamente, 1 mg de proteina das amostras foi
precipitado utilizando TCA na concentracéo final de 20% e centrifugado a 10.000 x g
durante 10 minutos. Apds isso, 0 sobrenadante foi coletado e 100 pL transferidos
para uma placa de espectrofotometria, 100 uL de acido tiobarbiturico 0,67% foram

adicionados a cada pogo e a placa foi aquecida a 100°C por 20 minutos em
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dryblock. A placa foi lida no comprimento de onda de 532 nm usando um
espectrofotdmetro (SpectraMaxI3). Uma curva padrao de
1,1,3,3-tetrametoxipropano, um padrdo de lipoperoxido, foi utilizada para
quantificacdo. Os resultados sao expressos como nmol TBARS/mg de

proteina.(Esterbauer & chessman., 1990)
3.4.3 Carbonila

Os grupos carbonila foram medidos conforme descrito anteriormente por
Levine et al (1990) para avaliar o dano oxidativo as proteinas Este método foi
baseado na reagdo da dinitrofenilhidrazina com grupos carbonila das proteinas nas
amostras. Resumidamente, foram preparados dois tubos, um tubo branco e um tubo
DNPH. Para cada tubo, 1 mg de proteina de amostras de 6rgaos foi precipitado
utilizando TCA na concentragéo final de 20% e centrifugado a 4000 x g durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso com NaOH
0,2 M. Os tubos brancos foram incubados com HCI 2M e os tubos DNPH foram
incubados com DNPH 10mM, ambos por 1h sob gelo e agitagao a cada 15 minutos.
Em seguida, as amostras foram precipitadas novamente com TCA na concentragéo
final de 20%, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado trés vezes com 500
ML de solugdo de etanol/acetato de etila (1:1); apds completa evaporagcdo da
solugao de etanol/acetato de etila, os pellets foram ressuspensos utilizando 1mL de
Uréia 8M (pH 2,3). Ao final, 200 pL foram transferidos dos tubos para uma
microplaca e a absorbancia foi lida a 370 nm utilizando um espectrofotémetro
SpectraMax 13. Os valores da amostra em branco foram deduzidos a partir de
amostras de DNPH e os resultados s&o expressos como pmol carbonil/mg de

proteina.
3.44 E.LILSA.

Foram utilizadas placas de ELISA especificas adquiridas da Greiner Bio-One.
A solucédo de substrato TMB foi adquirida da Thermo Fisher, numero de catalogo
#002023. O Tween-20 para preparacao do tampao de lavagem foi adquirido da
Kasvi, numero de catalogo #K9-9191. Todos os anticorpos utilizados neste
manuscrito foram adquiridos da Thermo Fisher e diluidos na concentragdo de

1:4000 para uso. Os numeros de catalogo dos anticorpos sdo os seguintes:
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Nitrotirosina  (#Ab7048), 4-Hidroxinonenal (#Ab46545) e Carboximetilisina
(#Ab27684).

As amostras foram homogeneizadas e normalizadas em tampao fosfato 50
mM (K2HPO4, pH 7,4). A concentragao final utilizada para todas as amostras foi de
10ug/ml. As amostras homogeneizadas foram colocadas em placas de ELISA e
incubadas por 24 horas e depois lavadas trés vezes com tampéo de lavagem (PBS
10mM, NaCl 150mM e Tween-20 0,05%). Posteriormente, foram adicionados 200 uL
de anticorpo primario (1:4000) e a incubacgado foi realizada por 2 horas em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem
e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de coelho ligado a peroxidase
adquirido da Merck (AP#132P) numa concentragdo de 1:2000 durante 2 horas. Apés
lavar a placa trés vezes com tampéao de lavagem, 100 pL de solugado de substrato
(kit de deteccao espectrofotométrica ELISA TMB) foram adicionados a cada pogo e
incubados por 10 min. A reacgao foi finalizada com 50 pL/pogo de reagente de
parada acido sulfurico 2 M e a absorbancia lida a 450 nm em espectrofotdbmetro
(SpectraMax® i3). Os resultados sdo expressos em porcentagem relativa aos

grupos controle.

3.5. Comportamento

3.5.1. Campo aberto

Para o teste de campo aberto, a tarefa foi realizada em uma arena de 40 x 50
cm cercada por paredes pretas e foscas de 50 cm de altura. Todos os animais foram
submetidos a uma sessao de habituacdo, permitindo que “conhecam” o aparato
livremente por 2 minutos. Para o teste efetivo, os animais foram postos por 10
minutos apdés o tempo de habituagdo na arena e além de comportamentos do tipo
rearing e grooming alguns parametros foram levados em conta como a locomogao
total do animal, tempo e distancia percorrida na area central, tempo e distancia
percorrida na periferia e tempo de imobilidade. Apds a gravagado das imagens, 0s

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

O labirinto de cruz elevado é um teste utilizado para avaliar o comportamento
tipo-ansioso nos animais. O teste utiliza um aparato elevado em forma de cruz, com
dois bragos fechados e dois bragos abertos e se baseia na aversao de roedores por
espacos abertos. Alguns parametros sao utilizados como medidas para avaliar esse
tipo de comportamento, como o tempo decorrido nos bragos abertos e nos bragos
fechados, assim como o numero de entradas nos bragos abertos e nos bragos
fechados, distancia percorrida e tempo de imobilidade. Apdés a gravagéo das
imagens, os videos obtidos foram analisados através do software anymaze(Pellow
et al, 1985).

4, Resultados

41. Permeabilidade de membrana e quantificagao de imunoconteudo de

Claudina-5 e Ocludina em tecido cerebral

O ensaio do azul de evans (Figura 1) é utilizado para se verificar a
permeabilidade de barreiras fisioldgicas irrigadas pela circulagdo sanguinea através
da ligacdo do corante com a albumina. Durante a quantificagcdo do corante em
homogenato de figado (A) verificamos que existe uma maior presenca do corante
nos animais expostos a MP+MeHg (p=0,0195) quando comparados ao grupo
Controle. As demais exposigbes nao elevaram a permeabilidade no figado dos
animais. Também houve um aumento da permeabilidade ao corante no homogenato
de cérebro total (B) dos animais expostos ao MP (p=0,0476), e também dos animais
que receberam a coexposigéo (p=0,0139) quando comparadas ao grupo Controle. A
exposicao individual ao MeHg n&o levou a uma maior permeabilidade ao corante
(p=0,2619).

A técnica de Western blotting foi utilizada neste estudo para investigar as
alteragdes no imunoconteudo das proteinas de jungdo estreita, ocludina e
claudina-5 no cerebelo dos animais expostos(Figura 2&3). Os resultados indicaram
uma diminuigdo significativa no imunoconteudo de ocludina (A) em todas as
condicbes de exposicao (MP: p=0,0061, MeHg: p=0,0074, MP+MeHg: p=0,0132),

comparadas a grupo Controle. Além disso, observou-se também uma diminui¢do no
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imunoconteudo de claudina-5 (B) durante a exposicdo a MeHg (p=0,0149) e a
coexposigcao a MP + MeHg (p=0,0185), comparadas ao grupo Controle. No entanto,
nao foi observada diminuigdo na quantidade de claudina-5 na exposi¢ao isolada a
MP (p=0,3030).

4.2. Marcadores de dano oxidativo em cértex total

Na Figura 4 esta representada a quantificagao de diferentes marcadores de
dano oxidativo a macromoléculas em homogenato de cértex total. Foram
quantificados os niveis de grupamentos -SH totais (A) e -SH nao-protéicos (B),
TBARS (C) foi utilizado como um marcador de lipoperoxidagao, e também
quantificamos a oxidagao de proteinas por meio do ensaio de Carbonil (D). Aqui
observou-se que os grupos MeHg (p=0,0002) e MP + MeHg (p=0,0004) exibiram
uma diminui¢cdo expressiva nos grupamentos -SH totais. Esta redu¢ao também foi
vista nos grupos MeHg(p=0,0004) e MP + MeHg(p=0,0332) quando comparados ao
grupo MP. Por outro lado, a analise dos grupamentos -SH n&o protéicos revelou um
aumento em sua quantidade apds exposi¢cao ao MP (p=0,0082) e durante a
coexposicao (p=0,0028). Além disso, foi observado um aumento significativo nas
quantidades de espécies reativas ao TBA no grupo MP (p=0,0338), no grupo MeHg
(p=0,0185) e um aumento na exposi¢ao a MP + MeHg (p=0,0094). Os grupamentos
carbonila apresentaram um aumento nas exposi¢cdes a MP (p=0,0181) e MP+MeHg
(p=0,0054) quando comparadas ao grupo Controle e a exposi¢ao ao MeHg nao
apresentou alteragdes significativas na quantidade de grupamentos carbonila em
cortex total (p>0,05).

Na Figura 5 esta representada a quantificacdo de outros marcadores de dano
oxidativo a macromoléculas por meio do ensaio de E.L.I.S.A. em cortex total. Foi
observado um aumento nos niveis de nitrotirosina (A) somente na exposi¢cao
conjunta de MP+MeHg (p=0,0022) quando comparado ao Controle. O grupo
MP+MeHg (p<0,0001) apresentou o aumento mais significativo na quantidade de
4-HNE (B) quando comparado ao Controle e também apresentou diferenca
significativa quando comparado individualmente com o grupo MP (p=0,0375) e
também com o grupo MeHg (p=0,0494). Foi observado um aumento na quantidade
de carboximetilisina (C) durante a exposicao ao MeHg (p=0,0068) quando

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

MP + MeHg (p=0,0362), mas essas diferengas nao estao representadas.

4.3. Marcadores de dano oxidativo em cerebelo

Foram quantificados os mesmos marcadores de dano oxidativo no cerebelo
destes animais, estes resultados estdo representados na Figura 6. Quando
comparados ao Controle, os grupamentos -SH totais (A) se apresentaram
significativamente menores durante a coexposi¢do a MP + MeHg(p=0,003). Além
disso, individualmente as exposicdes também foram capazes de reduzir os niveis de
-SH total, MP (p=0,0317) e MeHg (p=0,0053). A quantificacdo de -SH nao protéicos
(B) indica que o grupo MP + MeHg causa uma perda significante dos niveis desse
marcador quando comparado com o grupo Controle (p=0,0092) e ao grupo MeHg
(p=0,0016), mas ndo quando comparado ao MP (p>0,05). O grupo MP + MeHg
apresentou aumento significativo nas quantidades de TBARS (C) em relagado aos
grupos Controle (p<0,0001), MP (p=0,0249) e MeHg (p=0,0092). Os grupos MP
(p=0,0090) e MeHg (p=0,0132) também estavam significativamente elevados em
relagdo ao grupo Controle. Os Grupamentos carbonila (D) tiveram aumento
significativo em suas quantidades nas exposicbes a MP (p=0,0428), MeHg
(p=0,0339) e na coexposicao a MP + MeHg (p=0,0038).

Os resultados das analises por ELISA do cerebelo dos animais testados
(Figura 7) indicam que as exposigcdes a MeHg (p=0,0009) e ao MP + MeHg
(p=0,0002) aumentaram significativamente a quantidade de nitrotirosina (A), a
exposi¢cao conjunta também apresentou significAncia quando comparada ao grupo
MP (p=0,017). Observou-se aumento na quantidade de 4-HNE (B) nas exposi¢oes
a MP (p=0,0197), MeHg (p=0,0003) e durante a coexposicdo a MP+MeHg
(p=0,0013). A carboximetilisina (C) apresentou-se elevada durante a exposi¢cao
individual a MeHg (p=0,0471), mas seu aumento mais significativo foi observado na
coexposicdo a MP + MeHg (p<0,0001). A carboximetilisina também mostrou
significancias das analises quando comparado os grupos MP vs MP + MeHg
(p=0,0069) e MeHg vs MP + MeHg (p=0,0134).
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4.4. Marcadores de dano oxidativo em cértex pré frontal

A Figura 8 apresenta os resultados da quantificagcdo de marcadores de dano
oxidativo no cortex pré-frontal dos animais expostos. Para os grupamentos -SH
totais (A) e grupamentos -SH (B) n&o protéicos ndo foi observado relagbes
significativas entre os grupos (p>0,05). Os grupos MeHg (p=0,0135) e MP+MeHg
(p=0,0088) apresentaram aumento significativo nas quantidades de TBARS (C).
Também foi observado um aumento dos grupamentos carbonila (D) nas exposicdes
a MP (p=0,0453), a MeHg (p=0,0175) e durante a coexposicdo de MP + MeHg
(p=0,0065) quando comparados ao Controle.

Na Figura 9 esta representada a quantificacdo dos marcadores avaliados por
ELISA no cértex pré-frontal dos animais expostos. Nao fomos capazes de observar
uma alteragdo nos niveis de nitrotirosina (A), 4-HNE (B), ou carboximetilisina (C)
entre as exposi¢cdes quando comparadas entre si ou quando comparadas com o

Controle.

4.5. Parametros comportamentais em animais expostos a MP e MeHg

4.5.1. Campo Aberto

Antes da eutanasia, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto.
Os dados coletados foram analisados pelo software Anymaze e os graficos
demonstrados na Figura 10 foram construidos utilizando o Graphpad Prism. Durante
a exposi¢ao a MP + MeHg (p=0,0101), os animais apresentaram uma diminui¢ao da
distancia total percorrida (A), as outras exposi¢des nado alteraram a distancia total.
Observou-se aumento no tempo de imobilidade (E) quando expostos a MP
(p=0,0368) e MP + MeHg (p=0,0066) se comparados ao grupo Controle. Para
distancia total percorrida na periferia (F) observou-se um aumento da distancia nos
grupos expostos a MeHg (p=0,0257) e a MP+MeHg (p=0,0263) quando comparados
ao Controle. Nos demais parametros comportamentais ndao foram observadas

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

O teste de labirinto em cruz elevada apresentado na figura 11, nos evidenciou
um aumento na distancia total percorrida (A) nos grupos expostos a MP (p=0,0286)
e MP + MeHg (p=0,0199), quando comparados ao controle, a exposigcdo MeHg nao
apresentou alteragdes significativas (p>0,05). Observou-se também aumento no
tempo de estadia nos bragos fechados (B) para as exposi¢cdes a MP (p=0,0422), a
MeHg (p=0,0055) e para a coexposicado MP + MeHg (p=0,0064), comparadas ao
controle. Em relagdo ao tempo no brago aberto (C), as exposigdes a MP (p=0,0376),
a MeHg (p=0,0002) e a coexposigdo MP + MeHg (p=0,0099) apresentaram redug¢ao
no tempo de estadia, comparadas ao grupo Controle. Os grupos MeHg (p=0,0394) e
MP+MeHg (p=0,0485) apresentaram um maior numero de entradas no brago
fechado (E) quando comparadas ao grupo Controle. Obtivemos também reducéo
significativa nas entradas no brago aberto (F) para os grupos expostos a MP
(p=0,0243) e a MP + MeHg (p=0,0072), comparadas ao grupo Controle. Nao
observou-se significancia no tempo total de permanéncia na area central (D)
(p>0,05).

5. Discussao

5.1. Perda do conteudo de Claudina-5 e Ocludina durante exposi¢ao ao MP e

MeHg causam aumento da permeabilidade da BHE

As proteinas de juncéo estreita da barreira hematoencefalica (BHE) s&o vitais
para manter a integridade das células endoteliais que revestem os vasos
sanguineos cerebrais. A presenga desses complexos proteicos no espago entre as
células endoteliais cria um microambiente dinamico, altamente regulado e restritivo
que é vital para a homeostase neural. Ao limitar a difusdo de material entre o
sangue e o cérebro, as proteinas de jungao estreita fornecem uma barreira protetora
que impede a passagem de material indesejado (Vieira et al. 2013). A perda da
integridade da BHE pode levar a disfungdo da homeostase hidrica, edema e facilita
a entrada de mediadores inflamatérios no sistema nervoso central (SNC), assim
como anticorpos, proteinas plasmaticas e séricas e anafilatoxinas, culminando em

neuroinflamacao (Zlokovic., 2008). Sua disfungcdo tem sido associada a varias
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doengas neuroldgicas (Abbott et al., 2010). Um estudo mostrou que os MPs podem
translocar (dependendo de sua hidrofilicidade) e atingir a circulagdo, especialmente
durante a inflamagao devido ao aumento da permeabilidade tecidual (Browne et al.,
2008). Yang (2022) observou que MPs podem atravessar o trato intestinal e que
particulas de Poliestireno aumentam o risco potencial de disturbios neurobiolégicos
(Yang et al., 2022). De forma geral, nossos resultados indicam que MP e o MeHg
podem comprometer a integridade das jungbes estreitas, aumentando a
permeabilidade da BHE ao corante azul de Evans.

Observamos uma redugdo no conteudo de Claudina-5 e Ocludina juntamente
com o aumento da permeabilidade ao corante azul de Evans (Figuras 1&2). Aqui
nos demonstramos que ambos o0s contaminantes, mas particularmente a
coexposicao, sao capazes de alterar a permeabilidade e ades&o no tecido cerebral
e possivelmente a arquitetura do tecido, porém este ultimo ndo esta presente neste
estudo e é um dos pontos fracos desse trabalho. Alguns outros estudos ja
demonstraram a elevada biodisponibilidade de particulas NPs quando comparadas
com MPs (Browne et al., 2008). Schirinzi et al (2017) estudaram a citotoxicidade de
nanomateriais e MPs comumente usados em células humanas cerebrais e epiteliais.
Seus resultados indicam que as particulas de poliestireno causam maior estresse
oxidativo do que as particulas de polietileno e atribuiram isso ao menor tamanho do
poliestireno em comparagao com as particulas de polietileno (Schirinzi et al., 2017).
Também foi observado a permeabilidade da barreira hematoencefalica para
nanoparticulas de poliestireno in vivo (Yang et al., 2004). Nao obstante, o potencial
do NP de causar efeitos cerebrais ja foi descrito em conjunto com alguns quadros,
como o Parkinson (Liu et al., 2023], e a encefalopatia hepatica causada pela
contaminagao por ferro (Liu, X, et al., 2022) e possivelmente outros contaminantes e
poluentes organicos. E evidente, que haja alguma espécie de efeito neurotoxico
observado durante a contaminacao por NP e MP, porém ainda nao sao claros os
mecanismos pelos quais esse processo se desenvolve e qual a contribuicdo, se
existe, destas particulas durante o desenvolvimento ou seu efeito com outros

contaminantes.
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5.2. Exposicao individual e conjunta a MP e MeHg causa aumento de

marcadores de dano oxidativo em diferentes tecidos cerebrais

Até o nosso conhecimento, poucos trabalhos avaliaram de forma completa o
perfil oxidativo durante a exposicdo com MP e nenhum utilizando a combinagéo de
MP e MeHg. Nas Figuras de 4-9 n6s utilizamos diferentes técnicas e marcadores de
oxidagdo a macromoléculas para avaliar o dano oxidativo a algumas estruturas
cerebrais, o0 que até onde sabemos nao foi feito extensivamente por nenhum outro
trabalho.

Apds a contaminagdo por metilmercurio, ele é absorvido pelo sistema
gastrointestinal, o metilmercurio entdo sofre uma conjugagcédo com a hemoglobina,
uma proteina intracelular predominante nos eritrocitos, e € subsequentemente
introduzido na circulagdo via porta-hepatica. A distribuicdo subsequente do
metilmercurio ocorre em todo o organismo, onde se observa uma afinidade
particular pela cisteina, um aminoacido que € um componente integral da maioria
das proteinas (Hong et al., 2012). Esta associacado é facilitada pela proeminente
afinidade que o metilmercurio demonstra pelos grupos sulfidrila (-SH). Isso resulta
na formacdo do complexo metilmercurio-cisteina, que facilita o transporte para
diversas células e confere a capacidade de transpor tanto a barreira
hematoencefalica quanto a placentaria (UNEP., 2008). A capacidade desta forma
quimica do mercurio de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) € atribuida a
sua lipofilia acentuada e a existéncia de transportadores neutros de aminoacidos. A
eficiéncia do transporte por meio desses transportadores € assegurada pela
similaridade estrutural entre o complexo metilmercurio-cisteina e a metionina
(Carocci et al., 2014; Roos et al., 2012). Os mecanismos de neurotoxicidade do
MeHg sdo bastante complexos e muitos desconhecidos, mas podemos citar a
interacdo com os grupos tidis (-SH) e a ligagao a glutationa (GSH). O metilmercurio
exibe uma afinidade significativa para os grupos -SH, o que facilita a ligagao deste
composto quimico a diversos peptideos presentes no organismo. Isso induz
alteracdes nas proteinas, que podem resultar na inativacdo de certas enzimas vitais
para a manutengédo do equilibrio redox (Bernhoft ., 2012). Além disso, a constante
ligagcdo do metilmercurio a cisteina diminui a biodisponibilidade deste aminoacido,
por exemplo, nos astrocitos. Como demonstrado pelos nossos resultados o MeHg

causou diminuigdo nas quantidades de -SH total em cértex total e cerebelo (Figura
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486). Estas células da glia tém a fungédo de ceder cisteina aos neurdénios para que
estes consigam sintetizar a glutationa (Antunes et al ., 2016). Ja se acredita que o
sistema nervoso central € o alvo principal da acédo toxica do MeHg, através do
mecanismo de mimetismo molecular o MeHg pode combinar-se com grupos de
proteinas e aminoacidos, facilitando sua passagem pela barreira hematoencefalica
através de transporte ativo se ligando a cisteina. Isto forma o complexo
metilmercurio-cisteina, sendo esta uma forma de maior deposicdo cerebral
(Hoffmeyer et al., 2006; Espitia at al., 2018a). Além da deposig¢ao cerebral e agédo
neurotoxica, o MeHg também & descrito como teratogénico, imunotéxico,
mutagénico e carcinogénico, podendo levar a um desenvolvimento deficiente,
debilidade generalizada e morte prematura (Clarkson et al., 2003).

Como indicado por nossos resultados, nao sé os MPs tém a possibilidade de
acarretar um aumento da permeabilidade tecidual e dano oxidativo, mas o MeHg
também possui potencial de produzir danos em muitos sistemas, estando o ser
humano e varias espécies animais sensiveis a tal composto. Particularmente no
periodo de vida fetal e neonatal (Fagundes et al., 2022). Niveis totais de -SH sao
utilizados para indicar no contexto do estresse oxidativo, excesso de espécies
reativas de oxigénio (ERO) uma vez que os grupamentos tiois podem ser oxidados,
resultando em uma forma modificada da molécula. Essa oxidagdo pode ser um
indicador do status redox. Nossos resultados indicam uma perda dos niveis de -SH
total em cértex total nos grupos MeHg e MP+MeHg e em cerebelo para todos os
grupos expostos, mas que nao foi significativa no cértex pré-frontal. Grupamentos
-SH nao-proteicos sdao em quase sua totalidade GSH (Farina et al., 2019). Aqui
observamos uma perda dos niveis GSH causado por um possivel aumento de ROS,
como observado no cerebelo (Fig.6B), em contraponto a exposicdo a MP e a
coexposicdo apresentaram um aumento na quantidade de GSH em cértex total
(Fig.4B). A glutationa € um componente integral do sistema antioxidante endégeno,
desempenhando um papel crucial na protegdo do nosso organismo contra o
estresse oxidativo, ao neutralizar as espécies reativas de oxigénio (ROS) em
elementos inertes. Por exemplo, a glutationa reduzida (GSH), por meio da agéao da
glutationa peroxidase e do selénio, converte o perdxido de hidrogénio (H202) em
agua (H20). No entanto, devido a presenca de cisteina na estrutura da GSH, o
metilmercurio tem a capacidade de se ligar facilmente a este antioxidante, inibindo

sua atividade. A perda de grupamentos -SH no presente estudo, tanto para as
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exposi¢coes a MP e MeHg quanto para a coexposigao (Figura 4A&6A), € um indicio
de que o MP pode causar perda na quantidade de residuos de cisteina, talvez por
mecanismos nao diretos como a dano a moléculas através do aumento de espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio como expresso pelas analises de nitrotirosina
(Figura 5A&7A), como também pela captacado desses residuos quando em sinergia
com o MeHg.

Aqui ndo foram avaliadas ou quantificadas as atividades enzimaticas de
algumas enzimas antioxidantes, como SOD e Catalase por exemplo, 0 que é outro
ponto fraco do trabalho. Entretanto, o dano a macromoléculas pelos marcadores
utilizados aqui ja é indicativo da perda da homeostase oxidativa e incorreto
funcionamento destas enzimas de detoxificagdo redox ou de vias de expresséo de
fatores de transcricdo responsaveis pela producao destas enzimas. Por outro lado,
um estudo indicou que em figado de camundongos, MPs causam alteragbes
dose-dependentes no metabolismo energético (diminuicdo dos niveis de ATP,
aumento da atividade de LDH) e estresse oxidativo (aumento de GSH-Px e SOD,
diminuicao da CAT). Curiosamente, a atividade da acetilcolinesterase no figado
aumentou, enquanto alteragdes metabolébmicas também sugeriram possiveis
alteracbes nos niveis de neurotransmissores, porém o tecido cerebral nao foi
estudado (Deng et al.,, 2017). Deste modo é possivel que particulas MP se
acumulem no tecido neural, juntamente com outros poluentes como o MeHg, que
também possui capacidade de bioacumulagado, e, dessa forma, venham a causar
danos a nivel celular, através de dano oxidativo proveniente de espécies reativas de
oxigénio (ROS). A revisao de Torres-Agullo et al (2021) cita que o estresse oxidativo
€ produzido quando os microplasticos interagem com o individuo ou transportam
espécies oxidantes, tais como metais adsorvidos, gerando assim, espécies reativas
de oxigénio, tendo como consequéncia a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
mediadores fibrogénicos, como resultado da saturagdo da resposta protetora
antioxidante (Torres-Agullo et al., 2021).

TBARS é utilizado como um marcador ndo especifico de lipoperoxidagao,
uma vez que pode reagir com aldeidos e outros compostos. Observamos um
aumento deste em cortex total (figura 4C), cerebelo (figura 6C) e em cortex
pré-frontal (figura 8C). O 4-HNE também foi utilizado como um segundo marcador
de dano oxidativo a lipidios. Os outros marcadores de dano oxidativo, incluindo

4-HNE, nitrotirosina e carboximetilisina, também apresentaram alteracbes
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significativas apos a exposicdo ao MP e ao MeHg em diferentes estruturas cerebrais
e que foram mais proeminentes na coexposi¢cao a MP + MeHg (Figura 5C&7C), nao
sendo observadas em cortex pré-frontal (Figura 9B). O estresse oxidativo € um
mecanismo conhecido de toxicidade do MeHg (Farina et al., 2011). No entanto, o
aumento do estresse oxidativo durante a coexposicdo a MP e MeHg sugere um
possivel efeito sinérgico entre essas duas substancias.

A quantificagcdo de grupamentos carbonila pode ser usada para analises
redox juntamente com a carboximetilisina e a nitrotirosina para se observar
mecanismos de danos a proteinas como os causados por AGEs e que sao
observados em doengas relacionadas a neurodegeneragédo, como o Alzheimer e o
Parkinson. Foram observados niveis significativamente aumentados de AGEs
intracelulares na maioria dos neurbnios de pacientes com doencga de Alzheimer
hereditario. Nesses individuos, niveis intraneuronais mais elevados de AGEs foram
observados mais cedo do que em pacientes com doenca de Alzheimer esporadica
(Krautwald et al., 2010; munch et al., 2002). Os AGEs foram encontrados também
em astrocitos em cérebros mais velhos de individuos saudaveis e pacientes com
doenga de Alzheimer, enquanto este ndo foi o caso em individuos controles jovens
(Chambers et al., 2020; Krautwwald et al., 2010.

Em resumo, os resultados sugerem que a exposicao ao MP e ao MeHg
podem ter efeitos prejudiciais no cérebro de ratos Wistar, possivelmente através do
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, da disfungao das jungdes
estreitas e do aumento do estresse oxidativo. No entanto, sdo necessarias mais
pesquisas para entender completamente os mecanismos subjacentes a esses
efeitos e para determinar se esses resultados sao aplicaveis a outras espécies,
incluindo humanos. Com isso em mente, também foram avaliadas possiveis
alteracbes comportamentais, através do ensaio de Campo Aberto e do Labirinto de
Cruz Elevada, que pudessem ser explicativas de algum comportamento tipico,
oriundo desse dano observado nas diferentes estruturas cerebrais dos animais

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

Enquanto o cerebelo é uma estrutura responsavel pela coordenagao motora
e equilibrio, o Cortex é responsavel pela comportamento e emocgao, e danos a
cadeias proteicas e perda de cisteina nestes tecidos podem ser indicativos, no
contexto do cerebelo de sintomas como a ataxia cerebelar, um disturbio do
movimento que pode afetar o equilibrio e a marcha, o movimento dos membros, o
controle oculomotor, bem como a cognigdo e o afeto. Esses sintomas impactam
significativamente na capacidade funcional e na qualidade de vida (Zhang et al.,
2023). E para o cértex total podemos citar mudangas comportamentais ocasionadas
por disfungdes executivas uma vez que o cortex como um todo pode desempenhar
fungdes variadas ( Dos Santos., 2024).

O resultado do teste comportamental de campo aberto sugere que os animais
expostos percorrem uma menor distancia total (Fig.10A), principalmente durante a
coexposicao e que animais expostos ao MP e ao MP + MeHg apresentaram um
maior numero de tempo imovel (Fig.10D), classico do comportamento tipico de
freezing observado em roedores. Além dos animais terem percorrido uma disténcia
menor, a analise dos videos dos grupos MeHg e MP + MeHg também indicaram que
estes animais percorreram uma maior distancia na periferia da arena sem terem
passado menos tempo nessa regido (Fig.10F&G), indices de comportamento de tipo
ansioso (Prut et al., 2003). Alteragbes na locomogédo como elevado tempo imovel
durante o teste de campo aberto e a tendéncia de roedores de seguirem um objeto
soélido por longas distancias (tigmotaxia), como as paredes da arena por exemplo,
podem ser um indicativo de perda do comportamento exploratério tipico causado
por danos neurolégicos que refletem uma funcdo cerebral anormal (Kraeuter at al.,
2019a).

Pode-se dizer, que a ansiedade esta associada com a percepg¢ao do perigo,
com sentimentos de apreensdo em expectativa a uma ameaca em potencial. O teste
do Labirinto de Cruz Elevada permite que se compare o tempo e numero de
entradas em bracos fechados e abertos do aparato, e se baseia na tendéncia
natural de roedores em evitar espacgos abertos ou elevados, contrabalangado com
sua curiosidade inata em explorar algo novo, em teoria um animal menos ansioso

explora os bracos expostos mais frequentemente do que um animal com
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comportamento tipico ansioso (Kraeuter at al., 2019b). Apesar de nao significativo
para o grupo MeHg, a analise dos videos do teste do Labirinto de Cruz Elevada nos
indicaram que todos os animais expostos apresentaram uma maior distancia
percorrida (Fig.11A) durante o teste que o Controle. Além disso, os animais dos trés
grupos expostos passaram mais tempo no brago fechado e menos tempo no brago
aberto (Fig.11B-C). O numero de entradas no brago fechado também foi maior nos
animais no grupo MeHg e no grupo MP + MeHg (Fig.11E) e o numero de entradas
no brago aberto menor apenas nos grupos MP e MP + MeHg (Fig.11F).

E importante notar, que ambos estes testes sdo demonstrativos de
comportamentos tipicos em roedores e ndo necessariamente podem ser utilizados
como uma medida definitiva de um sintoma neurolégico, como ansiedade ou
depressao por exemplo. Desse modo, eles devem ser utilizados em conjunto com
outros parametros para se afirmar com precisdo possiveis condi¢cdes
patofisioldgicas que possam afetar os individuos. Ndo obstante, estudos anteriores
também relataram alteracbes comportamentais em animais expostos ao MP (Estrela
et al., 2021; Newland., 2004). Além disso, a avaliagdo de outras estruturas como
hipocampo, bulbo olfatério, talamo e o emprego de outros testes comportamentais
como o teste de preferéncia de objetos, ou testes de novidade social e preferéncia
social podem ser desenvolvidos para melhor compreensdao da relagao

contaminante/comportamento.

6. Conclusao

Diversos poluentes persistentes sao extensivamente estudados ha alguns
anos e possuem seus efeitos mais elucidados, a contaminacdo por plastico,
entretanto, vém recebendo atencdo apenas nos anos recentes. Dessa forma, é
importante que possamos explorar o papel de contaminantes plasticos de diferentes
matrizes e todos os desdobramentos de seus efeitos, sejam o0s mecanismos
moleculares, os efeitos sinérgicos com outros contaminantes e seu possivel papel
no desenvolvimento de outras doencgas.

Em resumo, o presente estudo observou diminui¢do do imunoconteudo de
Ocludina e Claudina-5 em cerebelo e aumento de permeabilidade de membrana em
cérebro total e figado de ratos Wistar. Foi notada também a capacidade de danos

sinérgicos de MP e MeHg em cerebelo, cértex total e pré frontal demonstrado pela
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bateria de testes redox que evidenciaram diminuicdo de grupos -SH, aumento
quantidade de TBARS, aumento na quantidade de nitrotirosina e carbonila. Apesar
dos esforcos para elucidacdo dos danos causados por Microplastico e
Metilmercurio, mais estudos precisam ser desenvolvidos para corroborar as
hipéteses citadas por trabalhos ja existentes. Os danos por estresse oxidativo
evidenciados em nossas andlises demonstram que o efeito sinérgico dos
contaminantes estudados, aumentaram a lipoperoxidagdo em cerebelo, cortex total
e pré-frontal, a carbonilagdo em cértex total, cerebelo e cortex pré-frontal também
demonstrou alteragdes, observou-se também aumento da nitrotirosina em cértex
total e cerebelo demonstrando danos causados por espécies reativas de nitrogénio
(RNS), nédo so6 por efeito sinérgico que o MPs tem a capacidade de causar dano
oxidativo a lipidios, carbonilacdo de proteinas e aumentar a glicacdo avangada
(AGEs), mas também de forma isolada.

Apesar de utilizarmos da hipdtese de dano sinérgico para os resultados
obtidos, a possibilidade de dano aditivo nao foi descartada, pois algumas analises
demonstraram dano ndo somente pela coexposicdo mas também pelos
contaminantes de forma isolada.

Em nosso modelo, utilizamos animais de idade relativamente nova (30 dias) e
que foram analisados na forma juvenil (90 dias) enquanto alguns dos trabalhos
referenciados aqui utilizaram animais de idade um pouco mais avangada ou o
estudo de Liu (2022) que avaliou o papel destas particulas e da contaminagéo por
Ferro junto ao envelhecimento. Acreditamos que isso seja um ponto forte de nosso
trabalho, uma vez que é justamente durante esse periodo de desenvolvimento inicial
e da infancia que algumas populagdes estdo expostas aos contaminantes e que os

efeitos toxicos podem acarretar em condi¢des para a vida toda.
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ANEXO A
Figuras
Figura1:
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*
0.20+ I 0.008 - I |
0.15- T
0.10-
0.05-
0.00-
Control MP MeHg MP + MeHg Control MP MeHg MP + MeHg

Legenda: Quantificagdo do corante azul de Evans no figado e cérebro total dos animais expostos, as unidades
de concentracdo estdo em ug/uL. A esquerda representada pelo grafico esta a andlise de figado e a direita a
analise de cérebro total. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido de

pds teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estdo representadas por * quando p<0,05. Média L desvio
padrao.
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Figura 2 :

=
1

(]
1

Occludin/p-actin arbitrary units
Claudin-5/p -actin arbitrary units

2+
*
1+ —_ |
04
Control MP MeHg MP + MeHg Control MP MeHg MP + MeHg

Legenda : Quantificagcdo de proteinas de jungdo em cerebelo através de western blotting, a quantificagdo das
bandas se deu através do software Imaged e estdo representadas por unidades arbitrarias ponderadas pela
banda de B-actina. Em (A) esta representada a quantificacdo de Ocludina e em (B) esta representada a
quantificacdo de Claudina-5. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido
de pos teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas est&o representadas por * quando p<0,05. Média £ desvio
padrao.

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

de fotodocumentador marca G&E Healthcare® e posteriormente quantificadas no software ImageJ.
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Figura 4 :
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Legenda : Quantificacdo de marcadores de dano oxidativo a diferentes macromoléculas, como grupamentos
tidlicos, lipidios e proteinas, em cortex total . Em (A) esta representado o -SH total, em (B) -SH n&o protéico, (C)
apresenta a quantificagcdo de TBARS, (D) quantificagdo carbonila utilizada para danos a proteinas. As médias
foram analisadas através de ANOVA de uma via com pds-teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estéo

representadas por * quando p<0,05. Média * desvio padrao.
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Figura 5 :
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Legenda : Quantificacdo de marcadores dano oxidativo em macromoléculas de coértex total, através de analises obtidas pelo
método de ELISA. Em (A) indica a quantidade de Nitrotirosina, em (B) 4-hidroxinonenal, em (C) quantidades de
carboximetilisina. Resultados estdo expressos por porcentagem do Controle. As médias foram comparadas entre si e

analisadas por ANOVA de uma via seguido de pos teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estdo representadas por *

quando p<0,05. Média * desvio padrao.
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Figura 6 :
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Legenda: Quantificagdo de marcadores de dano oxidativo a diferentes macromoléculas, como grupamentos
tidlicos, lipidios e proteinas, de cerebelo . Em (A) esta representado o -SH total, em (B) -SH no protéico, (C)
apresenta a quantificagcdo de TBARS, (D) quantificagdo carbonila utilizada para danos a proteinas. As médias
foram analisadas através de ANOVA de uma via com pds-teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estédo

representadas por * quando p<0,05. Média t* desvio padrao.
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Figura 7 :
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Legenda: Quantificagdo de marcadores dano oxidativo em macromoléculas de cerebelo, através de analises
obtidas pelo método de ELISA. Onde , (A) indica a quantidade de Nitrotirosina, em (B) 4-hidroxinonenal, em (C)
quantidades de carboximetilisina. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Bonferroni. As diferengas estatisticas estao representadas por * quando p<0,05. Média

+ desvio padrao.
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Figura 8 :
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Legenda: Quantificagdo de marcadores de dano oxidativo a diferentes macromoléculas, como grupamentos
tidlicos, lipidios e proteinas, em de cértex pré-frontal. Em (A) estad representado o -SH total, em (B) -SH néo
protéico, (C) apresenta a quantificagdo de TBARS, (D) quantificagdo carbonila utilizada para danos a proteinas.
As médias foram analisadas através de ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni. As diferencas
estatisticas estdo representadas por * quando p<0,05. Média t desvio padrao.
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Figura 9 :
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Legenda : Quantificagdo de marcadores dano oxidativo em macromoléculas de cértex pré-frontal, através de
analises obtidas pelo método de ELISA. Onde , (A) indica a quantidade de Nitrotirosina, em (B) 4-hidroxinonenal,
em (C) quantidades de carboximetilisina. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de
uma via seguido de pds teste de Bonferroni. As diferengas estatisticas estdo representadas por * quando

p<0,05. Média * desvio padrio.
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Figura 10 :
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Legenda :Dados comportamentais para o teste de Campo Aberto analisado através do software Anymaze, as
distancias estdo representadas em metros e o tempo por regido esta representado por segundos. Em (A)
distancia total percorrida, (B) distancia total na area central, (C) tempo na area central, (D) tempo total de
imobilidade, (E) distancia total na regido periférica, e (F) tempo total na area periférica. Com os dados obtidos do
software, as médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido de pos teste de

Bonferroni. As diferengas estatisticas estao representadas por * quando p<0,05. Média % desvio padr&o.
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Legenda : Dados comportamentais para o teste Labirinto de Cruz Elevada analisados pelo software Anymaze;

Em (A) distancia total percorrida, (B) tempo no brago fechado, (C) tempo no brago aberto, (D) tempo na regido

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

analisadas por ANOVA de uma via seguido de pos teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estao

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



