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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagédo em Bioquimica Toxicadgic
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

O COMPLEXO METILMERCURIO-CISTEINA ALTERA O ACUMULO  DE
MERCURIO EM DIFERENTES TECIDOS DE CAMUNDONGO
AUTOR: Daniel Henrique Roos
ORIENTADORA: Marilise Escobar Burger
CO-ORIENTADOR: Joéo Batista Teixeira da Rocha
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, Marco de 2009.

O metilmercurio (MeHg) é relatado por ter variogitels deletérios sobre tecidos de
vertebrados, principalmente no sistema nervosoralen¢ parte desses efeitos esta
relacionado a sua capacidade de interagir com grugifidrilicos encontrados em
proteinas. O MeHg reage com tidis de baixo e a#tsopmolecular no sangue e outros
tecidos permitindo, em alguns casos uma melhorrgisce captacdo de mercurio pelo
tecido. Nesse contexto, o0 objetivo desse trabahexaminar os efeitos da administracao
do complexo MeHg-Cisteina (MeHg-Cys) na captacaondecurio sobre areas cerebrais,
figado e rim; e analisar possiveis mudancas comperttais associadas ao acumulo de
mercurio em camundongos adultos. Camundongos m&hiss albinoforam divididos
em quatro grupos: Controle (1 mL de agua destijadld4@Hg (2 mg/kg), Cys (2 mg/kg) e
Complexo MeHg-Cys (2 mg/kg concentracao equimoles§los os animais receberam uma
injecdo (i.p. por dia) durante 60 dias consecutivoparte inicial dos experimentos foi
designada para analisar possiveis mudancas nemmpec@amentais (desempenho
locomotor e/ou atividade exploratéria) causadaspélatamentos. A administracdo do
MeHg ou do complexo MeHg-Cys reduziu significativente a atividade locomotora total
dos camundongos adultos quando comparado ao gampmle. Em contraste a atividade
locomotora, a frequéncia de levantar-se (rearimgjnadiiu apenas no grupo que recebeu
MeHg. A parte final dos experimentos foi designpgdaa determinar a concentracdo de
mercurio nas areas cerebrais (cortex e cereb&@yd e rins dos camundongos tratados. O
MeHg aumentou significativamente a concentracdomagcurio em todos os tecidos
analisados, quando comparado ao grupo controletdEo de mercurio sobre as areas
cerebrais e figado foi acentuadamente aumentaslammais que receberam o complexo
MeHg-Cys, quando comparado ao grupo que recebeunasp®leHg. Entretanto, a
concentracdo de mercurio encontrada no rim foi manogrupo tratado com o complexo
MeHg-Cys quando comparado ao grupo tratado apemasvieHg. Concluindo, o presente
estudo mostrou, pela primeira vez, que o tratameomo o complexo MeHg-Cys permite
maior absorcdo e captacdo de mercurio pelos teadosbrais e hepético, do que o
tratamento apenas com MeHg. Além disso, esse estfioiga a idéia que o MeHg causa
prejuizo na performance motora e atividade expghaeatlos animais e também sugere que
diferentes formas de exposicdo ao MeHg afetam a dsst@ibuicdo nos tecidos de
camundongos, bem como pode levar a conseqiénciesc@mportamentais distintas.

Palavras-chave: Metilmercurio, Cisteina, Comportante
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ABSTRACT

Dissertatiorof Master’'s Degree
Post-Graduate Course in Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

COMPLEX METHILMERCURY — CYSTEINE ALTERS MERCURY
ACCUMULATION IN DIFFERENT TISSUES OF MICE
AUTHOR: Daniel Henrique Roos
ADVISOR: Marilise Escobar Burger
CO-ADVISOR: Joéo Batista Teixeira da Rocha
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: Santa Maria, Mardd0®

Methylmercury (MeHg) is related to several deletes effects on the vertebrate tissues,
mainly on central nervous system, and part of tledfgets are through of interaction with
sulfhydryl group found in cellular proteins. MeHgteracts with low and high molecular
weight thiols in the blood and tissues and thig,fat some cases will allow a better
absorption and tissue uptake of mercury. In thgaré, the purpose of this study was to
examine the effect of MeHg-Cysteine (MeHg-Cys) cterpadministration on cerebral
areas, liver and kidney on Hg-uptake and to angbymsible behavioral changes associated
with mercury accumulation in adult's micAdult male Swiss albinomice were divided
into four groups; control (1 mL/Kg distilled wateiyleHg (2 mg/kg), Cys (2 mg/kg) and
MeHg-Cys complex (2 mg/kg equimolar concentratioll. the animals received one
injection per day (i.p.), for 60 consecutives dayke initial set of experiments was
designed to analyze possible neurobehavioral clsarfigeomotor performance and/or
exploratory activity) caused by treatments. Adnimaiion of MeHg or MeHg-Cys complex
caused a significant reduction on total locomotdivay in adult’'s mice, when compared
to control group. In contrast to locomotor actiyitgaring frequency was decreased only in
MeHg group. The final set of experiments was designo determine the mercury
concentration into the brain areas (cortex andbeditam), liver and kidney in adult’'s mice.
Treatment with MeHg significantly increased mercucgncentrations in all tissues
analyzed, when compared to control group. The aottran of mercury on cerebral areas
and in liver was further increased in animals #dawith MeHg-Cys complex, when
compared to MeHg alone group. However, the conagatr of mercury found in kidney
was lower in the MeHg-Cys treated group, than & dhoup treated only with MeHg. In
conclusion, the present study shows, for the firse, that treatment with MeHg-Cys
complex allow better absorption and tissue uptakenercury than the treatment with
MeHg alone, in the cerebral areas and in liver afemFurthermore, this study reinforces
the view that MeHg causes impairment in motor pemnce and exploratory activity and
suggests that the different forms of MeHg exposifect its distribution in the tissues of
mice, as well as, it can leads to the distinct okehavioral consequences.

Keywords Methylmercury, Cysteine, Behavior
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APRESENTACAO

No itemINTRODUCAO , esta descrita uma sucinta revisdo bibliografatares os
temas trabalhados nesta dissertacdo. Os resultpomsfazem parte da mesma estdo
apresentados sob a forma de artigo e encontraro-g&emARTIGO CIENTIFICO . As
secOes Materiais e Meétodos, Resultados, Discuss#o Resultados e Referéncias
Bibliogréaficas encontram-se no préprio artigo erespnta a integra deste estudo.

Os itensDISCUSSAO E CONCLUSOES encontrados no final desta dissertacéo,
apresentam interpretacdes e comentérios gerai® solartigo cientifico contido neste
trabalho.

No itemPERSPECTIVAS estdo expostos os possiveis estudos futuros medsra
esse assunto.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itetlSTRODUCAO eDISCUSSAOdesta dissertacao.



1. INTRODUCAO

O MeHg é um reconhecido poluente ambiental que,lftanas décadas, causou
contaminacgdo e intoxicagdo humana em varias pddaenundo, como por exemplo em
Minamata, no Japao e também no Iraque. (Robert€rramius, 2000; Gochfeld, 2003).
No Brasil, estudos tém evidenciado que varias éspéle peixes carnivoros da Amazoénia
apresentam altos niveis de MeHg (Malm, 1998; Pinheicols, 2003). Conseqlientemente,
comunidades ribeirinhas localizadas proximas asama garimpo, sofrem exposicado
cronica a niveis relativamente elevados de MeHgsem dieta, que € rica em peixes
(Pinheiro e cols 2003). Neste contexto, estudos epidemiolégicotapo para déficits
neuroldgicos em comunidades pesqueiras que possuentieta baseada no consumo de
peixes (Granjean e cols., 1997; Clarkson e calf)3p

O MeHg afeta uma variedade de funcdes celularedermm causar danos em
muitos 6rgados e sistemas, particularmente, nonsistaervoso central (Chang, 1980;
Clarkson, 1997). O mecanismo de acdo envolvidoor@itlade do MeHg ainda néo esta
completamente compreendido, entretanto, a altaidafie do composto por grupos
sulfidrilicos, parece exercer um papel central sems efeitos toxicos (Simpon, 1961; Bach
e Weibel, 1976; Rooney, 2007).

No sangue, praticamente todo o MeHg encontra-seldiga albumina, glutationa
(GSH) ou cisteina (Cys) (Hirayama e cols., 1980sutake e cols., 1991; Allena e cols.,
2001). Essas formas conjugadas de mercurio circtdaitmente pela corrente sanguinea e
em alguns casos permitem uma melhor absorcdo agéaptio mercurio pelos tecidos
(Hirayama, 1975; 1980; 1985). De acordo com edse diados da literatura indicam que o
complexo metilmercurio-L-cisteina (MeHg-Cys) podeilitar o transporte de MeHg para
varios tecidos. Experimentas vivorevelam que o transporte de MeHg € aumentadoapds
formacéo de complexo(s) com a Cys (Hirayama, 1886hner e Clarkson, 1988; Kerper e
cols., 1992), provavelmente via transportador dmaatidos neutros (Aschner e Clarkson,
1988). Assim L-Cys pode modular o acumulo de MebBlgérebro e outros 6rgaos.

A alta afinidade do MeHg pelo grupo tiol da Cys tesido indicada como
responsavel, pelo menos em parte, pela diminuigdondveis intracelulares de GSH. De

acordo com essa afirmativa, estudos tém mostradcagexposicdo ao MeHg causa uma



significante deplecdo nos niveis de GSH em ast¢i\llena e cols., 2001). A GSH o
principal antioxidante endégeno em mamiferos, domstio aproximadamente 90% dos
tidis ndo protéicos intracelularé&nderson e Meister, 1983Ressa forma, a deplecéo da
GSH induzida pelo MeHg pode facilitar o aumento dapécies reativas de oxigénio
(ERO) (Farina e cols., 2003; Chang, 20@7¢sse fato pode contribuir para a citotoxicidade
induzida pelo MeHg.

A exposicdo ao MeHg causa severos déficits nadatidd locomotora tanto em
humanos como em animais experimentais. Danos |dooe® caracterizados como
“Sindrome do Chapeleiro Maluco” foram observados lumanos contaminados com
MeHg em Minamata e no Iraq{Robertson e Orrenius, 2000; Gochfeld, 20@3) ratos,
esses disturbios sdo mais pronunciados na fasesaéavblvimentgFranco e cols., 2007).
Alguns estudos com modelos experimentais tém <gilmegue a toxicidade neuro-
comportamental induzida pela exposicdo ao MeHgcpaestar associada a distarbios no
status tiol cerebral (Barros e cols., 2006; Frestasls., 2009).

Como mencionado anteriormente, dados da literangecam que a Cys pode
aumentar a captacdo de MeHg no cérebro (Hiraya®&0;1Aschner e Clarkson, 1988;
Kerper e cols., 1992), No entanto, poucos estudoanT realizados com o objetivo de
investigar o efeito simultaneo da exposi¢cao ao ¢texopMeHg-Cys ou ao MeHg sobre a
distribuicdo e o acumulo de mercurio no cérebroleesa atividade locomotora em animais
experimentais. Considerando tais aspectos, o geesstudo foi desenvolvido para avaliar
estes parametros com a finalidade de obter mags@arecimentos sobre os mecanismos
de distribuicdo e acumulo deste toxicante nos éscidem como sobre seus efeitos sobre
possiveis alteracbes neuro-comportamentais em angas. Além disso, a presente
investigacdo visa oferecer maior conhecimento p#taos estudos clinicos na busca de

estratégias terapéuticas para os casos de intérigay MeHg.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:
2.1 Mercurio

2.1.1 Formas de mercurio

2.1.1.2 Mercurio metalico:

O mercurio metélico ou mercurio elementar {Hg utilizado em grande escala na
indUstria, sendo empregado na confeccéo de termd@snemalgama dental, no processo de
purificacdo do ouro explorado pelo garimpo, e enavariedade de outros produtos de uso
industrial e doméstico. Contudo, apesar do mercdmaalico ser pouco absorvido por
ingestédo, ele tem uma alta capacidade de volagiizam temperatura ambiente, formando
uma atmosfera de vapor de mercurio a qual € fantingbsorvida pelos pulmdes. Uma vez
absorvida, essa forma lipossolivel de mercurio’kgde atravessar a barreira hemato-
encefdlica, a barreira placentaria e as membrao&sgiras onde pode ser oxidada &Hg
em uma reacdo que envolve a enzima catalase edaigerde hidrogénio. A forma
inorganica de mercurio (MY pode permanecer por Varios anos no cérebro esoutr
tecidos, caracterizando assim o0 mercurio como el@mbioacumulativo (Hargreaves e
cols., 1988; Takeuchi e cols., 1989 ; Opitze c4896; Braunwald e cols., 2001).

2.1.1.3 Mercurio inorganico:

O mercurio inorganico (Hg), como mencionado anteriormente, pode ser forraado
partir do mercurio metalico ou pela conversdo den&s organicas de mercuario a formas
inorganicas (Hg e Hd) (Wood e cols., 1968). Entretanto, ele tambéniléado na forma
ibnica pela industria, podendo ser encontrado esmeétcos, produtos de limpeza e outros
produtos domésticos (Ozuah, 2000). Essa forma deume é facilmente absorvida por
ingestdo ou através da pele (Clarkson, 2002). Paeativamente pouco Hfatravessa a
barreira encefalica ou até mesmo as membranagylwa#) sendo assim excretado atraves
da urina e/ou fezes (Takeuchi e cols., 1989). eadessa dificuldade de atravessar as
membranas bioldgicas, a forma inorganica de merctem como principal sitio de

toxicidade o meio extracelular, bem como as menasraelulares (Friberg e Mottet, 1989).



2.1.1.4 Mercurio organico:

A principal forma organica de mercuario encontratia natureza € o MeHg,
principalmente proveniente da metilacdo do mercaréalico liberado pela industria nos
rios e corregos. O mercurio metalico pode ser bibeth® por bactérias metalogénicas em
um processo relativamente simples: Uma vez presemteneio ambiente, o mercurio
elementar pode ser facilmente incorporado por basté& organismos unicelulares, sendo
entdo ionizado como anteriormente mencionado. N@n&, o0 mercurio iGnico é
prejudicial a essas bactérias, que tentam elindrgtraveés da metilacdo, transformando-o
em MeHg que por ser lipossoluvel é mais facilmeetEninado por organismos
unicelulares (Wasserman e cols., 2001). A metilaizimercuario ocorre pela transferéncia
de um ou dois grupos metilcarboanions (gto mercurio inorganico, e a vitamina,B
(metilcobalamina) um derivado do metilcorrindidefigica coenzima reconhecida como
possivel doadora do grupo metil para o®H@Wood, 1974). Outra forma de mercurio
organico € o etilmercudrio ¢8sHg'), o qual esta presente no timerosal (Mertialjte
medicamento de uso topico utilizado como anti-sép(Braunwald e cols., 2001), cuja
industrializacdo e dispensacdo foram recentement@biggas. Também existe o
dimetilmercurio ((CH), Hg), uma forma “supertoxica” de Hg encontrada quase
exclusivamente em laboratério, que € absorviddrfeeite através da pele. Porém, de um
modo geral as formas organicas de mercurio nadteanabsorcao cutanea, sendo melhores

absorvidas por inalacdo e ingestao (Braunwalds,&@001).
2.1.2 Exposic¢do ao metilmercurio:

O mercurio é naturalmente liberado no meio ambig@oeteerupgcdes vulcanicas e
pelo desgaste da crosta terrestre, no entanto rees&irio geralmente esta ligado ao
enxofre na forma de sulfeto de mercurio (HgS). EssBposto é bastante estavel e pouco
reativo, e desta forma ndo é considerado toxicaf@he cols., 2007). Devido a essas
caracteristicas quimicas o sulfeto de mercurio s&fa utilizado por mais de 2000 anos
como sedativo pela medicina chinesa (Yeoh e ci386).

A maioria do mercurio liberado no meio ambientgeéorigem antropogénica, por

dejetos industriais, principalmente o garimpo deduacerda, 1997). No Brasil, estima-se



gue aproximadamente 100 a 200 toneladas de merséjaon despejadas no ambiente
anualmente (Lacerda, 1997). A tabela abaixo m@seaissdo de mercurio no Brasil por

ano.

Tabela | . Comparacio entre as emissdes antropogénicas de mercimrio para a atmosfera no Brasil. baseado em Lacerda (1096)
levando em consideragdo a situagdo em 1990.

Setor Parametros de Parametros de Emissdo % do
produgio/consumo emissdo para a (t.ano™) total
atmosfera
Producde de cloro 25.7 tHgyr 45% 11.65 10.1
Produgio de soda 125 gHg 1 KOH 45% 0.37 0.3
Tintas & pigmentos 343 tHgyr* 1% 0.34 03
Eletro-eletronico 01 tHg.yr! 0.2% 0.02 20.1
Combustio de carvio 27.2 x 10°MIyr! 0.13 pgHg MI! 0.01 0.1
Combustio de dleo 283 x 10°M7Iyr! 0.33 pgHg MTI! 0.01 0.1
Combustio de biomassa 48 x 10°MIyr! 0.03 gt! 0.12 0.1
Pirometalurgia Pb 62.023 tyr 2- 4 gHg tPb! 019
Zn 163.000 tyr! 8-45 gHg tZn™ 430 39
Cd 197 tyr! 8-45 gHg 1Cd! 0.05
Produgio de ago e ferro 15 x 107 tyr?! 0.08gHg t! 12 10.4
Queimadas 11.100 km® yr! 7.8 gHg ha'! 8.7 75
Garimpos de ouro 87 tAuyr? 0.92 tHg tAu?! 779 67.3
Total - - 115.7 100

Sabendo-se que a maioria do mercurio liberado nbieme é metilado e
incorporado na base da cadeia alimentar (bactémasalogénicas) pelo processo
anteriormente mencionado, o mercurio representaéno risco ambiental. Uma vez que
esse elemento se acumula na cadeia alimentar cajadtavés de um fenbmeno chamado
bioamplificacdo, ou seja, a concentracdo do metalemta & medida que ele avanca 0s
niveis troficos (Boening, 2000). Portanto, por decapacidade de permanecer por longos
periodos nos tecidos do organismo, o metilmercpddera ser encontrado em peixes
predadores da extremidade da cadeia alimentar anectvacdes elevadas (0,54@Hg/g
de peixe), e culminar finalmente na dieta humanalifiM 1998; Boening, 2000; Pinheiro e
cols, 2003). Na regido do rio Tapajos, onde o consum@eiee é a principal fonte de
alimento diaria, os niveis de exposicdo ao metittngw, medidos em raiz de cabelo,
variam de algungig/g até mais de 15Q4g/g (Malm, 1998; Pinheiro e cols., 2003). O
patamar a partir do qual os primeiros sinais abigie sintomas de contaminacdo mercurial
ocorrem é de 5Qg/g (IPCS., 1990).



Um dos casos mais famosos de contaminacdo por Mmldgeu na baia de
Minamata, Japdo na década de 50. A companhia Clréssibiser descartava metilmercurio,
um subproduto do processo de producdo de acetdaldieivando a contaminacdo de
peixes, posteriormente pescados e consumidos ppldggéo local (Oyake e cols., 1966;
Bakir e cols., 1973; Watanabe e Satoh, 1996).

Na década de 70, no Iraque, Paquistdo, Gana erGalatecorreram varios casos de
contaminacéo de agricultores e familiares quezatiam graos tratados com fungicidas a
base de etil e metilmercuario na preparacdo de as@iro. Particularmente no Iraque, 6.530
pessoas foram hospitalizadas e 459 mortes foramioebdas diretamente com a exposi¢céo
ao MeHg no pais (Watanabe e Satoh, 1996; Oyakkse £966; Bakir e cols., 1973).

2.1.3 Toxicidade do metilmercurio:

Como relatado anteriormente, o MeHg é um conhgoidiegente ambiental que nas
ultimas décadas causou contaminacdo e intoxicagédaliferentes locais do mundo. O
MeHg afeta uma variedade de funcbes celulares nolodeausar danos em muitos 6rgaos e
tecidos, bem como em: Células pulmonares de humamosm(Reichl e cols., 2001), ais
mondcitos e linfécitos de humanos (Insug e col8971 Shenker e cols., 1997), célufias
pancreéticas (Chen e cols., 2006), tecido renatmético (Freitas e cols., 2009), entre
muitos outros. No entanto, o sistema nervoso depdr&ce ser o alvo principal do MeHg,
sendo o cerebelo e os lobos temporais as areasifesgsemais afetadas (Freitas e cols.,
2009).

O exato mecanismo pelo qual o MeHg causa citattegie ainda ndo esta
completamente esclarecido. Porém, varios trabadlhigerem que as diversas disfuncbes
celulares causadas pelo MeHg estejam associadasa aal& afinidade por grupos
sulfidrilicos (SH) (Simpon, 1961; Bach e Weibel,769 Rooney, 2007), dessa forma
causando diversas disfungbes celulares, como pemmr: (a) deplecdo de glutationa
(GSH); A GSH é um tri-peptidio que contém cisteima, aminoacido que possui grupo
sulfidrilico, onde provavelmente o MeHg se liga ¢Rey, 2007). A GSH é o principal
antioxidante enddégeno em mamiferos, cuja diminugr@oseus niveis causa um aumento

nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EBOyuais promovem varias disfuncbes



celulares (Shanker e cols., 2005); (b) inativac@cedzimas; varias enzimas possuem no
seu sitio ativo grupos sulfidrilicos onde o MeHglpdigar-se inativando ou diminuindo a
atividade das mesmas, assim deprimindo o metabmlgmimatico/celular (Zheng e cols.,
2003); (c) dano no DNA; o MeHg é reportado por eadisagmentacdo no DNA e causar a
ativacdo de fatores apoptéticos (caspases) (Nishelkcols., 2001); (d) inativacdo de
proteinas transportadoras: varias proteinas tramgimoas que contém grupos (SH) podem
ser alvo do MeHg como o casogglutamil transpeptidase (GGT), que realiza o {pan®

de cisteina no sistema nervoso, um precursor dasside GSH (Allen e cols., 2003).
Outro importante exemplo de inativagdo de trangplores pelo MeHg é o caso dos
transportadores de glutamato (GLT1 e GLAST), queéu respectivamente, nove e trés
residuos de cisteina em sequéncia (Pines e c@®2; Aschner e cols., 2000); (e) disfuncao
em organelas celulares: o MeHg causa disfuncdoneansérie de organelas celulares, tais
como mitocondrias (Seegal e cols., 2007) e retienbdoplasmético (Limke e cql2003).

Apesar de tais fendmenos de cito/neurotoxicidageesentarem eventos distintos,
parece haver uma relacdo entre eles. De fato, ogMetd a um aumento de glutamato na
fenda sinaptica, provavelmente por diminuir a oggmado glutamato pelos astrocitos
(Aschner e cols., 2000). Tal fato leva a uma sapgacao dos receptores glutamatérgicos
do tipo N-metil D-aspartato (NMDA), que, por consede, gera um aumento do influxo
de C&" e Nd intracelular (Choi, 1992).

A citotoxicidade do C4, por sua vez, pode levar a disfuncdo mitocond@atjue um
aumento na entrada do Caelular leva & captacéo do excesso d&€ @ela mitocondria,
causando despolarizacédo e inchaco mitocondriaésHatores podem contribuir para uma
elevacdo dos niveis de ERO, alteracdo da homeasitssondrial (Seegal e cols., 2007)
e, consequentemente causar apoptose/morte cdhalanutro lado, recentes estudos com
culturas neuronais indicam que o MeHg causa unesatiio primaria dos estoques dé'Ca
do reticulo endoplasmaético, seguido por um inflae C&" extracelular (Limke e cals
2003, Joshua e cols., 2005). Nesse caso, agentdentps de calcio atenuaram a morte
neuronal (Marty e Atchison, 1998).

Além disso, os radicais livres, tais como algumBR©OE, podem causar dano oxidativo
direto na mitocondria, levando a reducdo da atdedanzimética e comprometendo a

funcionalidade mitocondrial (Radi e cols., 2002}iG# e cols., 2003). Os radicais livres



também podem ser produzidos pela mitocondria arale fuga de elétrons da cadeia
respiratoria para o oxigénio, formando anion suxdm O, (Halliwell e Guitteridge,
1999).

Finalmente, todos esses eventos isolados ou gadds podem culminar com perda
neuronal e contribuir para o aparecimento de v@@slogias relacionadas a contaminagao
com o MeHg, como esclerose lateral, Alzheimer,ezesk multipla e Parkinson (Clarkson,
2002; Mutter e cols., 2004).

2.1.4 Metilmercuario e mudancas comportamentais:

A exposicdo ao MeHg durante a fase do desenvoltonessulta em prejuizo na
migracdo das células granulares e prejuizo na tsigapese, 0S quais causam uma
desordem na arquitetura cerebelar (Choi, 1978).aJ&xposicdo ao MeHg pos-
desenvolvimento, resulta em danos mais especifices levam a perda dos granulos
cerebelares do interior do granulo cerebelar (Atahj 2005). Essas evidéncias de um
modo geral explicam o porqué das mudancas compentams em jovens serem mais
acentuadas que em adultos (Atchison, 2005). A éxgmsa baixas doses de MeHg,
particularmente em individuos jovens, pode provacdito prejuizo motor, deficiéncia na
linguagem, problemas de aprendizagem, déficit decdib e dificuldades na realizacéo de
tarefas (Grandjean, 1997). Todos esses sintomas esdacionados a disfuncéo cerebelar,
sendo também observados em jovens com neoplasebet@r ou com sindromes
associadas a degeneracdo das ceélulas granularesrelmelo (Levisohn, 2000; Riva e
Giorgi, 2000). Tais dados, sugerem uma correlagéiee ébaixas doses de exposicdo ao
MeHg e alteracdes subitas de comportamento, derorggrebelar (Sarnati e Alcala, 1980).
Disturbios locomotores também séo observados emadside laboratorio expostos a altas
doses de MeHg (5 mg/kg/dia) e igualmente associagmdologias cerebelares (Sacamoto,
1996). Assim os efeitos do MeHg em células cerebglpodem provocar um grande
espectro de sintomas neurolégicos que podem seena@o®s por mudancas

comportamentais.



2.1.5 Transporte e acumulo de metilmercurio:

Desde a década de 70 se sabe que 99% do MeHgrquka c¢io plasma sangiineo
esta ligado a albumina, GSH e L-cisteina. O restdatMeHg (1%), acredita-se que esteja
ligado a ‘“tidis difusos”’no meio, por exemplo, tidie baixo peso molecular que sao
transportados através das membranas celulare&¢@tarl972; Lorscheider e cols., 1995).
Recentes trabalhos ressaltam para um fendmenoa@dal@mo “mimetismo molecular” e
citam varios exemplos de ti6is de baixo peso mideaque ligam-se a diferentes metais
pesados, entre eles o0 Hg. Ligados a esses tiéimetas pesados tém maior facilidade de
entrar em varios tipos celulares, via mimetismoaunalar (Bridges e Zalups, 2005; Yin e
cols., 2008). “O mimetismo molecular refere-se @wmeno pelo qual ions metalicos, com
grupos nucleofilicos ligam-se em certas biomoléguleesultando na formacdo de
complexos organo-metal que podem comportar-se ir semo estruturas homaologas de
outras biomoléculas enddgenas” (Bridges e ZalupB5R

Baseado nesse fendmeno, alguns trabalhos sugeeemapmplexo metilmercurio-
L-cisteina (MeHg-Cys) € um mimético do aminoacidetionina, dessa forma podendo
atravessar as biomembranas via transportador deaaidos neutros (sistema L) (Aschner
e Clarkson, 1988; Mokrzan e cols., 1995). O amimmagnetionina € um substrato
endogeno do transportador de aminoacidos neutrogipdeLl (LAT1) (Aschner e
Clarkson, 1988; Aschner e cols., 1990; Mokrzan &s.cd995). O LAT1 transporta
preferencialmente aminoacidos de cadeia aromaticaamificada, tais como: leucina,
isoleucina, valina fenilalanina, tirosina, triptoég histidina e metionina (Kanai e cols.,
1998; Yanagida e cols., 2001) Tem sido proposto @ueAT1 funciona como o maior
sistema de transporte de aminoacidos, presente an@ire encefélica, sendo bem
expressado nos endotélios capilares (Matsuo g 2080). Em experimentas vitro Yin e
cols. 2008, recentemente demonstraram que o compWeHg-Cys € eficientemente
transportado pelo sistema LAT1, facilitando assitnaosporte e o acimulo de MeHg em
diferentes 6rgdos e tecidos. De acordo com ess#issdé&rabalhos tém indicado que a
cisteina pode aumentar a captacdo de MeHg em u&cdaos,in vivo (Hirayama, 1980;
Aschner e Clarkson, 1988; Kerper e cols., 1992jrefamto, o0 mecanismo envolvido e a

exata distribuicdo do MeHg acumulado, ainda n&oesbtmpletamente esclarecidos.
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2.2 Cisteina
2.2.1 Estrutura molecular e caracteristicas quimgcda cisteina:

A cisteina ou (acido 2-bis-(2-amino-propidnico)i8stiifeto ou é&cido 3-tiol-2-
amino-propandico) possui um grupo tiol na sua eeldeeral e é principalmente encontrado
em proteinas e no tripeptideo GSH. Quando expastar,ae sob determinadas condicdes
fisiolégicas (incluindo no interior de proteinaa)cisteina pode oxidar-se formando cistina,
a qual é composta por duas cisteinas unidas poiigat@o dissulfeto. As figuras abaixo

mostram a estrutura da cisteina (A) e cistina@pectivamente.

A B 0
o. " H
L &
c tl: N, HHy T/ oH
HO H
tI:Hz HO 5 K,
SH
0

O grupo tiol da Cys possui carater nucleofilicaomo o K, deste grupo € de 10,8,

a sua atividade quimica pode ser regulada peloeantgbém que se encontra.

2.2.2 Propriedades bioquimicas da cisteina:

A cisteina (Cys) € um importante precursor da G&$sa forma a concentracao
intracelular de Cys é um fator determinante naeséntla GSH (Bannai, 1984). Entretanto
como a Cys é rapidamente oxidada para cistina,nér@ese predominantemente cistina no
plasma sanguineo (Sagara e cols. 1993; Jeffreyse 2001). Dentro das células a cistina
pode ser reduzida novamente a Cys, dessa man@rédpdo transportador de cistina é
essencial para manter os niveis intracelularesydee@onseqlientemente a concentracao de
GSH (Bannai, 1984; Connor e cols., 1995).

Tem sido reportado que a suplementacdo na d@taaminoacidos que contenham

grupos sulfidrilicos é capaz de melhorar o stahi®xdante em tecidos de ratos (Chow,
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1979; Saravanan e cols., 1995). A manutencdo desisnile tiol pela Cys promove
protecdo do sistema hepatico contra certos agentess (Numan e cols., 1990); reduz os
niveis de peroxidacdo lipidica induzidos pelo iicgdd endrina e pela hiperoxaluria
(Numan e cols., 1990) e também durante hiperoxal(Baravanan e cols., 1995). No
entanto, trabalhos sobre o efeito direto da Cysesolsistema antioxidante e seus reflexos
em parametros comportamentais sdo escassos ostamgs. Assim, torna-se importante a
realizacdo de experimentos que venham a elucidasordribuir para um melhor

entendimento acerca de seus efeitos metabdlicospatamentais.

3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi de analisar feit@ da administracdo do
complexo MeHg-Cys na captacao e distribuicdo dectmigr em tecido cerebral, hepatico e
renal; bem como, associar o acumulo de mercurioossipeis alteracbes neuro-
comportamentais em camundongos adultos.

3.2 Objetivos especificos

1 — Analisar o possivel efeito da administracagvige i.p.) MeHg e do complexo MeHg-

Cys sobre a captacédo e distribuicdo de mercuriditarentes tecidos de camundongos:

2 - Investigar o(s) possivel(is) mecanismo(s) ®lafual(is) o MeHg é distribuido e

acumulado em diferentes tecidos de camundongos:

3 — Avaliar as possiveis alteracfes neuro-compensans causadas pelo acumulo de
mercurio em camundongos:

4 — Investigar as possiveis alteracfes neuro-cdaipentais causadas pela administracéo

de Cys em camundongos:

4. MANUSCRITO
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Os resultados que constituem esta dissertacdo egifgsentados sob a forma de
manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. it&s “Materiais e Métodos”,
“Resultados”, “Discussdo dos Resultados” e “Refeig&nBibliograficas”, encontram-se no

préprio manuscrito. O Manuscrito esté dispostoonmé& como foi submetido para a revista
cientifica selecionada.
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Methylmercury (MeHg) is related to several deleterious effects on the vertebrate
tissues, principally on central nervous system, and part of these effects are through
of its interaction with sulfhydryl group found in low and high molecular weight thiols.
MeHg interacts with low and high molecular weight thiols in the blood and tissues
and this fact, in some cases will allow a better absorption and tissue uptake of
mercury. In this regard, the purpose of this study was to examine the effect of
MeHg-Cysteine (MeHg-Cys) complex administration on cerebral areas, liver and
kidney on Hg-uptake and to analyze possible behavioral changes associated with
mercury accumulation in adult's mice. Adult male Swiss albino mice were divided
into four groups: control (1 mL/kg distilled water), MeHg (2 mg/kg), Cys (2 mg/kg)
and MeHg-Cys complex (2 mg/kg equimolar concentration). All the animals were
administered (i.p. one injection per day) for 60 consecutives days. The initial set of
experiments was designed to analyze possible neurobehavioral changes
(locomotor performance and/or exploratory activity) caused by treatments.
Administration of MeHg or MeHg-Cys complex caused a significant reduction on
total locomotor activity in adult’s mice, when compared to control group. In contrast
to locomotor activity, rearing frequency was decreased only in MeHg group. The
final set of experiments was designed to determine the mercury concentration into
the brain areas (cortex and cerebellum), liver and kidney in adult’s mice. Treatment
with MeHg significantly increased mercury concentrations in all tissues analyzed,
when compared to control group. The accumulation of mercury on cerebral areas
and in liver was further increased in animals that received MeHg-Cys, when
compared with MeHg alone group. However, the concentration of mercury found in
kidney was decreased in the group treated with MeHg-Cys when compared to the
group treated only with MeHg. Concluding, the present study shows, for the first
time, that treatment with MeHg-Cys complex allow better absorption and tissue
uptake of mercury than the treatment with MeHg alone, in the cerebral areas and in
liver of mice. Furthermore, this study reinforces the view that MeHg causes
impairment in motor performance and exploratory activity and suggests that the
different forms of MeHg affect its distribution in the tissues of mice, as well as, it

can leads to the distinct neurobehavioral consequences.



Keywords : Methylmercury, Cysteine, Behavior

1- Introduction

17



18

Mercury is a toxic metal that caused in the last decades serious episodes of
environmental contamination and human intoxication in the world (Gochfeld, 2003;
Robertson and Orrenius, 2000). In the nature, elemental mercury undergoes a
series of transforming reactions and can be converted to organic forms, principally
methylmercury (MeHg) (Gochfeld, 2003). Regarding its toxicity in humans, MeHg is
a highly dangerous mercury compound, being able to bioaccumulate through the
food chain to reach human populations (Gochfeld, 2003). Accordingly, studies in
Amazon (Brazil), showed high MeHg level in carnivore fish (Malm., 1998; Pinheiro
e cols., 2003) thus, riverside communities located downstream to the gold mining
areas suffer a chronic exposure to relatively high levels of methylmercury in their
fish-rich diet (Pinheiro et al., 2003).

Exposure to MeHg produces intense neurological dysfunctions after
accumulation in the brain tissues and other organs (Bowie et al., 1998). Although,
the precise mechanism(s) by which MeHg exerts its toxic effects are still not fully
understood. However, several investigators have demonstrated that its high affinity
for SH groups can have a central role in its toxicity (Bach and Weibel, 1976;
Simpon, 1961; Rooney, 2007).

In blood, nearly all MeHg is found bound to albumin, glutathione (GSH) and
L-cystine (L-Cys) (Hirayama et al., 1991; Yasutake et al., 1991 Allena et al., 2001).
These conjugated forms of MeHg can determine its fate in the body, and in some
cases they can allow a better absorption and tissue uptake of Hg (Hirayama 1975;
Hirayama 1980; Hirayama 1985). In line with this, literature data have indicated
that MeHg conjugate with L-Cys (MeHg—Cys) may be a driving force in the MeHg

transport into various tissues. In vivo experiments revealed that MeHg transport
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into the brain can be markedly enhanced after formation of complex(es) with L-Cys
(Hirayama 1980; Aschner and Clarkson, 1988; Kerper et al., 1992), throughout of
neutral amino acid transport system (Aschner and Clarkson, 1988). Thus, L-Cys
can modulate accumulation of MeHg into the brain and other organs.

This high affinity of MeHg by the thiol group of cysteine is responsible at
least in part, by the decrease in the intracellular GSH levels (Allena et al., 2001).
GSH is the major antioxidant in mammalian cells constituting nearly 90% of the
intracellular non-protein thiols (Anderson and Meister, 1983). Therefore, MeHg-
induce GSH depletion and can facilitate the reactive oxygen species (ROS)
formation (Chang 2007; Farina et al., 2003) and this fact may contribute to MeHg—
induced citotoxicity.

MeHg-exposures causes impairments in the motor performance of both
developing and mature rodents (Franco et al, 2007), which was also a common
manifestation observed on humans exposed to MeHg in tragic cases of MeHg
poisoning outbreaks in Minamata (Japan) and Iraq (Gochfeld., 2003; Robertson e
Orrenius., 2000). The neurobehavioral toxicity of MeHg may be related, at least in
part, to disruption of thiol status which can be observed in the cerebrum and
cerebellum of MeHg-poisoned animals (Barros et al., 2006, Freitas et al., 2009).

As pointed out above, literature data have indicated that cysteine can
increase brain MeHg uptake after forming a stable methionine analog (Hirayama
1980; Aschner and Clarkson, 1988; Kerper et al., 1992); however, to the best of
our knowledge, there are no reports about Hg distribution in brain and locomotor
activity after the simultaneous exposure to either MeHg-Cys complex or MeHg in

mice. Moreover there are no data comparing the neurotoxicity of MeHg-Cys with
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the MeHg that enters in the tissues via methionine transport system. In this regard,
the purpose of this study was to examine the effect of MeHg-Cys complex
administration on cortico-cerebral, cerebellar, hepatic, as well as, renal Hg-uptake
and possible behavioral changes associated with Hg accumulation in adult’s mice.
2. Materials and methods

2.1. — Animals and treatments

Adult male Swiss albino mice from our own breeding colony (25-35 g) were
used. Groups of six animals were kept in Plexiglas cages with free access to food
and water in a room with controlled temperature (22—25°C) and on a 12 h-light/dark
cycle with lights on at 7:00 a.m. Animals were used according to the guidelines of
the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources of the Federal
University of Santa Maria, Brazil.

The animals (24) were divided into four groups (n=6): (C) Control animals
(ImL/Kg distilled water); (MeHg) Methylmercury group (2mg/Kg); (Cys) Cysteine
group (2mg/Kg), or (MeHg - Cys) Methylmercury plus Cysteine (2mg/Kg, the molar
ratio cystein:MeHg was 1 and the stoicheometric reaction between cystein and
MeHg was confirmed using Ellman’s reagent). All the animals were administered

(i.p. one injection per day) for 60 consecutives days.

3 - Behavior tests
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Behavioral observations were performed in a separated room; that had no
interference of noise or human activity. The locomotor activity and exploration
behavior were analyzed 24 hour after the last administration, in sessions of 2 min
using an open - field box (56 cm x 42 cm x 40 cm) with the floor divided into 12
squares (Pereira et al., 1992). The number of squares crossed with the four paws
(crossings) and the number of rearings were used as measures of locomotor

activity and exploration activities, respectively.

4 - Tissue preparation

After the behavioral tests, the animals were killed by decapitation and the
kidney and liver were rapidly removed and homogenized in saline 0.9% (1/5 and
1/10 wlv, respectively). The brain was removed and divided in the longitudinal
fissure in two hemispheres. Cortex and cerebellum were isolated from the right
hemisphere and used, after homogenization in saline 0,9% (1/10 w/v), for mercury

guantification.

5 - Mercury quantification

Homogenates of kidney, liver and brain were used to quantification of total
mercury, carried out by Cold Vapour-Atomic Fluorescence Spectrometry
accordingly to method described by Bergdahl and collaborates (1998). Total Hg
concentration was determined after acid digestion with HNOs, H,O,, H,SO, and

percloric acid.

6- Statistical Analysis
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Data were analyzed by two way ANOVA, followed, when appropriate by Duncan’s
post hoc test. Differences between groups were considered to be significant when

P < 0.05. Data were expressed as mean £+ SEM.

7 - Results

7.1 — Behavioral tests

Administrations of MeHg or MeHg-Cys complex caused a significant
reduction in total locomotor activity of adult mice (crossing number in the open
field). Surprisingly, Cys by itself produced a decrease in crossing scores (Figure
1A). (Figure 1A). With respects to the exploratory activity, rearing frequency was

decreased only in the MeHg group (Figure 1B).

7.2 - Concentrations of Hg in brain areas, liver an  d kidney of mice

Treatment with MeHg alone caused a significant increase on Hg
concentrations, when compared to control group in all tissues analyzed. The
accumulation of Hg on cerebral areas (Figure 2A; 2B) and in liver (Figure 3A) was
further increased in animals that received MeHg—Cys complex, when compared to
MeHg alone group. For cortex and cerebellum the increase was in the range of
approximately 50 - 40 % (respectively), whereas in liver the increase was of about
250%. Conversely to cerebral and hepatic tissues, the concentration of Hg found in
kidney (Figure 3B) was lower in the group treated with MeHg-Cys complex (about
55%), than in the group treated only with MeHg.

8 - Discussion
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The neurotoxicant MeHg is a highly reactive compound, which readily
reaches an equilibrium state as complexes with free thiol groups in the body. It is
likely that these MeHg-thiol complexes are the main forms by which MeHg is
transported into tissues and organs (Rocha et al., 1993; Ballatori et al.,2002 ;
Stringari et al., 2008). In this regard, the present study showed that mice treated
with equimolar concentration of MeHg-Cys (after reaction), presented additional
increase in the Hg accumulation on cerebral areas and in liver, when compared to
MeHg alone group. This finding may suggest that MeHg is transported into the
brain and liver with its Cys conjugates, through of neutral amino acid transport
system (LATSs) (Adachi 2006; Simmons-Willis et al 2002). The MeHg-Cys complex
is structurally similar to the amino acid L-methionine, a substrate for the L system,
and this carrier may be involved in MeHg uptake (Kerper et al., 1992).
Furthermore, studies have demonstrated that oocytes expressing LAT1-4F2hc or
LAT2-4F2hc accumulated more MeHg when it is administered as the L-cysteine
complex than when administered alone (Simmons-Willis et al., 2002). Similarly, a
recent study with CHO-k1 cells also demonstrated that the amino acid carrier,
LAT1 efficiently transports MeHg across cell membranes. Over-expression of LAT1
in these cells was associated with enhanced uptake of MeHg when treated with L-
cysteine (Yin et al., 2008). In contrast, knock-down of LAT1 decreased the uptake
of L-cysteine-conjugated MeHg and attenuated the effects of MeHg on decrease of
viability (Yin et al., 2008), suggesting a direct relation between, LAT1 transporter
expression and the carry of MeHg-Cys complex through of cellular membranes.

Our data also show that the greater concentration of Hg was found in liver

when compared with the brain areas and renal tissue. These results can be related
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to the fact of liver to be the central organ of protein metabolism and receives amino
acids preceding from the intestinal absorption and deriving from others organs and
systems (Duarte., 2003). Therefore, LAT1 transporter is highly expressed in this
organ (Kanai et al., 1998). Surprisingly, our results show that Hg concentrations
found in the kidney of mice treated with MeHg - Cys complex was lower than in
mice treated with MeHg alone. This fact might be due the urinary Hg excretion
(Hirayama et al., 1991), since the major part of MeHg is eliminated in urine
conjugated with Cys (Yasutake et al., 1991). Similar experiments with MeHg - N-
Acetylcysteine (NAC) complex showed an increase in the urinary excretion rate of
methylmercury in a dose-dependent manner in Wistar rats (Madejczyk et al 2007).
However, as well as occur with some amino acids (Duarte, 2003), the stable
methionine analog (MeHg-Cys complex), can be redistributed from the kidney for

other organs, such as the liver.

Another important issue in our study was the behavioral changes observed
by MeHg or MeHg - Cys complex treatments. Taking together, our data showed
that MeHg or MeHg - Cys complex, decreased locomotor and exploratory activities
in the mice (Figures 1A and 1B, respectively). These results, at least in part, reflect
the neurological damage induced by MeHg or MeHg-Cys complex exposure and
reinforce the view that MeHg cause impairment in motor performance and
exploratory activity (Farina et al 2005; Carvalho et al 2007). However, the effect of
MeHg and MeHg-cysteine complex in rearing frequency was distinct. In fact, only
MeHg exposure caused a significant reduction in rearing, indicating that the

neurobehavioral consequences of MeHg can vary depending on whether it is
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bound to cysteine or not. The high affinity of MeHg by the thiol group can be
responsible for these neurobehavioral changes observed in the group that received
MeHg alone. However, to the best of our knowledge, few or nothing is known about
the neurobehavioral toxicology of MeHg-Cys complex. Thus, theses results
suggest singular neurobehavioral toxicology for both administration of MeHg
(conjugated with Cys or MeHg alone), at least on exploratory activity.

In the present study, the behavioral effects of MeHg-Cys complex exposure
indicate that, although MeHg enters the central nervous system yet complexed with
a thiol-containing molecule, it is likely able to interact with other sulfhydryl
molecules, probably due to exchanges from the Cys thiol group to other (more
nucleophilic) thiols. In this regard, both glutathione and sulfhydryl containing
proteins could be able to participate in such exchange reactions. Interestingly,
selenoproteins, which have been proposed as important molecular targets related
to mercurial-induced toxicity (Farina et al., 2003; Carvalho et al., 2008), probably
present higher affinity for Hg when compared to thiolic proteins (due to the lower
pKa of selenols when compared to thiols). So, selenoproteins are also molecules
likely related to the exchange of MeHg from MeHg-Cys complex to other molecular
targets, probably involved on MeHg-induced behavioral changes.

In conclusion, the present study shows, for the first time, that the treatment
with MeHg-Cys complex allows better Hg absorption and tissue (cerebral cortex,
cerebellum and liver) uptake than the treatment with MeHg alone, in mice.
Furthermore, this study reinforces the view that MeHg causes impairment in motor

performance and exploratory activity and suggests that the different forms of MeHg
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exposure affect its distribution in the tissues of mice, as well as, it can leads to the

distinct neurobehavioral consequences.
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Fig. 1 - Effects of treatments with Cys, MeHg or complex MeHg-Cys on locomotor
activity; squares crossed (A) and exploratory activity; rearings (B). Mice were
intraperitonially injected with MeHg (2 mg/Kg/day); Cys (2 mg/Kg/day); or complex
MeHg-Cys (2 mg/Kg/day), during 60 consecutives days. (* Indicates p < 0.05 from

control; n =6 mean * S.E).
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Fig. 2 - Effects of treatments with Cys, MeHg or complex MeHg-Cys on tissue Hg-
uptake; cortex (A) and cerebellum (B). Mice were intraperitonially injected with
MeHg (2 mg/Kg/day); Cys (2 mg/Kg/day); or complex MeHg-Cys (2 mg/Kg/day),
during 60 consecutives days. (* Indicates p < 0.05 from control; * Indicates p < 0.05
from MeHg; """ Indicates no detected; n =6 mean * S.E).



36

Hg Concentration

3A Liver
+* +
140
112 |
)
S
B 84 r
b
3]
o 56 - .
o
=]
28 -
nd* nd*
0 | |
Control MeHg Cys MeHg - Cys

Hg Concentration

3B Kidney
145
116 | *
)
S
8 &
b
3]
o 58 -
o
=]
29 -
nd* nd*
0 | |
Control MeHg Cys MeHg - Cys

Fig. 3 - Effects of treatments with Cys, MeHg or complex MeHg-Cys on tissue Hg-
uptake; liver (A) and kidney (B). Mice were intraperitonially injected with MeHg (2
mg/Kg/day); Cys (2 mg/Kg/day); or complex MeHg-Cys (2 mg/Kg/day), during 60
consecutives days. (* Indicates p < 0.05 from control; * Indicates p < 0.05 from
MeHg; " Indicates no detected; n =6 mean + S.E).
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5. DISCUSSAO

O MeHg é um composto neurotéxico, que reage ramdée formando complexos
com os tidis livres do organismo. Dessa forma gabemoléculas que contém grupos
sufidrilicos podem ser consideradas um potencialo ahucleofilico do MeHg.
Possivelmente esses complexos MeHg-tiol sejamreipél forma pela qual o mercurio €
transportado para dentro de tecidos e 6rgaos.

Nesse contexto, o presente estudo mostrou que damgos tratados com
concentracao equimolar de MeHg-Cys, apresentaramwmento adicional no acamulo de
mercurio em areas cerebrais (cortex e cerebela) #gado, quando comparado com o
grupo tratado apenas com MeHg. Esses resultad@sesagjue o MeHg é transportado
para o cérebro e figado principalmente quando gawjo a Cys, provavelmente através do
sistema L de transporte de aminoacidos neutros gl AAdachi, 2006; Simmons-Willis e
cols., 2002). O complexo MeHg-Cys é estruturalmesimti@lar a metionina, substrato do
sistema L, dessa maneira esse transportador poale ezs/olvido com o transporte de
mercario para dentro das células (Kerpe e cols92)19Além disso, estudos tém
demonstrado que ovdcitos que expressam LAT1-4FRBhCAT2-4F2hc acumulam mais
mercurio quando este é co-administrado com Cysgu#o quando administrado apenas
mercurio (Simmons-Willis e cols., 2002). Similarmesnum recente estudo com células
CHO-k1, também mostrou que o transportador de amidos LAT1, transporta
eficientemente MeHg através das membranas celulakessuper expressdo desse
transportador nessas células, esta associada aenw@muia captacdo de MeHg quando
tratado com Cys (Yin e cols., 2008). Em contrastd&knock-down” do transportador LAT1
diminuiu a captacdo do conjugado MeHg-Cys e atermmiefeitos do MeHg sobre a
diminuicdo da viabilidade dessas células (Yin s.¢c@008). Mostrando a relagéo direta da
expressao do transportador LAT1, com o transparsteamplexo MeHg-Cys através das
membranas celulares.

O figado é o oOrgdo central do metabolismo de prateie recebe aminoacidos
provenientes tanto da absorcédo intestinal quantmaoes de outros Orgdos e sistemas
(Duarte, 2003), possivelmente por essa razdo spgaatador LAT1 é altamente expressado
nesse orgao (Kanai e cols., 1998). Esse fato, popicar em parte, o porqué do acumulo
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de mercurio, nos camundongos que receberam o coonpleHg-Cys, ser maior no figado
do que nos outros 6rgaos avaliados.

Surpreendentemente, nossos resultados também mogtra a concentracdo de
mercurio encontrada nos rins dos camundongos tateoim o complexo MeHg-Cys, foi
menor que nos camundongos tratados apenas com feilga 3B. Esse fato pode ser
devido & excrecao renal do mercurio apos o proadsddtracdo glomerular (Hirayama e
cols., 1991), uma vez que a maior parte do MeHtindnada na urina conjugada com a
Cys (Yasutake e cols., 1991Experimentos similares com o complexo MeHg-N-
Acetilcisteinademonstraranum aumentada excrecao urinaria de MeHg dependente da
dose em ratos Wistar (Madejczyk e cols., 2007)refamto, como ocorre com VAarios
aminoacidos (Duarte, 2003), o complexo MeHg-Cys smrmimético a metionina, pode
ser redistribuido dos rins para outros orgaoscijpaimente o figado.

Outro importante dado do nosso estudo foi a mudemggortamental causada pelo
MeHg e pelo complexo MeHg-Cys. Juntos, nossos teetes mostram que o MeHg ou o
complexo MeHg-Cys, diminuiram a atividade locomaterexploratériaHiguras 1A e 1B
respectivamente), em parte, esses resultados pseemeflexo de um dano neuroldgico
causado pela exposicdo ao MeHg ou ao complexo M&ydgEsses resultados reforcam os
dados da literatura que atribuem ao MeHg um prejuiotor e uma diminuicdo da
atividade exploratoria (Farina e cols., 2005; Chiwa cols., 2007). Entretanto, o efeito do
MeHg e do complexo MeHg-Cys na atividade exploratési um caso distinto. De fato,
apenas o grupo tratado com MeHg apresentou dindiaugignificativa nesta tarefa,
indicando que as conseqiéncias neuro-comportarser@asadas pelo MeHg podem variar
dependendo se o MeHg estiver ligado a Cys ou n&dtafafinidade do MeHg pela forma
anidnica dos grupos sulfidrilicos das biomolécuteie ser responsavel por essa alteracao
comportamental observada no grupo que recebeu spdedg. Dessa forma, pouco ou
nada se sabe sobre a toxicologia comportamentatodaplexo MeHg-Cys. Contudo,
nossos resultados apontam para uma toxicologiaofeeumportamental singular, entre a
administracédo da forma livre de MeHg e a adminiginada forma conjugada com cys, ao
menos no que diz respeito a atividade comportarhexptoratoria.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que angata com o complexo

MeHg-Cys permitiu uma melhor absor¢do e captacaoneeelrio pelos tecidos, que o
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tratamento apenas com MeHg, nas areas cerebraisfigado de camundongos. Além
disso, nossos resultados reforcam a idéia que ogMedtisa prejuizo na performance
motora e atividade exploratoria dos animais e figejue a forma de exposicdo ao MeHg

(conjugado com Cys ou livre), afeta de forma difiege alguns parametros
comportamentais.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nestatdig® podemos inferir que:

1 — O complexo MeHg-Cys causa um acumulo adicideamercurio em areas cerebrais
(cortex e cerebelo) e figado de camundongos, nanento tratamento com complexo
MeHg-Cys acumula menos mercurio no tecido renalgqui® o tratamento com MeHg em

camundongos.

2 — O tratamento com MeHg ou com o complexo MeHg-(&va a alteracbes neuro-

comportamentais (locomotoras) em camundongos.

3— O tratamento com MeHg leva a altera¢cdes neumgpodamentais (exploratdrias) em

camundongos.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados nesta dig8erttaz-se ainda necessario

investigar:

1. Para ensaio® Vvivo:
Analisar os efeitos do tratamento com o complexdH}€ys em parametros oxidativos
bem como:

(a) Avaliar a producéo de espécies reativas detaiag

(b) Verificar os niveis de peroxidacéo lipidica;

(c) Verificar os niveis de tiol totais e ndo prots.

2. Para ensaias vitro:

(a) Analisar os efeitos do complexo MeHg-Cys nasupetros oxidativos
anteriormente citados.

(b) Analisar o transporte desse complexo em céltdtias de 6rgaos e organelas

celulares.
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8. DEMAIS TRABALHOS REALIZADOS DURANTE O PERIODO DE
INICIACAO CIENTIFICA E MESTRADO
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