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AVALIACAO DAS ATIVIDADES DAS NEUROESFERAS HUMANAS NO
DESENVOLVIMENTO NEURONAL E A ACAO DO NEUROTOXICO METILMERCURIO

Juliane Hostert', Mariana Rodrigues Davanso ?, Clerverson A. F. Martins®.

Resumo

Como o cérebro em desenvolvimento é extremamente vulneravel a disturbios quimicos, testes de
desenvolvimento a neurotoxicidade de uma substancia € um aspecto importante da caracterizagédo de
sua toxicidade especifica ao tecido. Essa revisdo de literatura, teve como objetivo demonstrar o uso das
neuroesferas humanas, que permitem uma triagem e minimizando assim o uso de animais, € 0 seu uso em
testes neurotoxicos com metilmercurio. Para a reviséo de literatura, foi utilizada a metodologia de revisédo de
artigos publicados entre 2010 e 2020. Dentre os neurotéxicos, o metilmercurio afeta o organismo em baixas
concentracdes e essas exposicdes pré-natais refletem durante a vida do individuo até a idade adulta ou mais
avangada, podendo manifestar como doengas ou deficiéncias funcionais. O metilmercurio que é comumente
encontrado em peixes contaminados, que fazem parte da alimentagdo na dieta, por ser fonte de 6mega 3
e consumido em grandes quantidades por gestantes. Estudos mostraram que a atividade das neuroesferas
humanas, mostraram-se promissoras nos processos basicos do desenvolvimento neuronal, abrangendo
proliferagéo, diferenciacado, migracao e apoptose e assim justificando o interesse nesse neurotoxicante e na
investigacao das neuroesferas e seu uso como método alternativo, rapido e com menor custo.

Palavras-chave: Neurotoxicidade. Neurotoxicidade do desenvolvimento. DNT. HNPC'’s.

Abstract

As the developing brain is extremely vulnerable to chemical disorders, developmental testing for the
neurotoxicity of a substance is an important aspect of characterizing its specific tissue toxicity. This literature
review aimed to demonstrate the use of human neurospheres, which allow for screening and thus minimize the
use of animals, and their use in neurotoxic tests with methylmercury. For the literature review, the methodology
for reviewing articles published between 2010 and 2020 was used. Among neurotoxic drugs, methylmercury
affects the body in low concentrations and these prenatal exposures reflect during the individual’s life until
adulthood or more advanced and may manifest as diseases or functional deficiencies. Methylmercury, which is
commonly found in contaminated fish, which are part of the diet, as it is a source of omega 3 and consumed in
large quantities by pregnant women. Studies have shown that the activity of human neurospheres has shown
promise in the basic processes of neuronal development, covering proliferation, differentiation, migration and
apoptosis and thus justifying the interest in this neurotoxicant and in the investigation of neurospheres and
their use as an alternative, fast and efficient method. lowest cost.

Keywords: Neurotoxicity. Developmental neurotoxicity. DNT. HNPC’s and human neural progenitor cells.

1Introducao

A neurotoxicidade pode ser definida como “qualquer efeito adverso na quimica, estrutura ou
funcao do sistema nervoso, durante o desenvolvimento ou na maturidade, induzido por influéncias
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quimicas ou fisicas”. Assim, a maioria das alteragdes morfoldgicas, como neuronopatia (perda de
neurénios), axonopatia (degeneragao do axénio neuronal), mielinopatia (perda das células gliais que
circundam o ax6nio) ou outras gliopatias, seriam consideradas adversas, mesmo que estruturais e
/ ou alteracdes funcionais foram leves ou transitérias (Costa e Giordano, 2012, p.1).

A definicao geral de neurotoxicidade também aponta para uma diferenca de potencial entre
o sistema nervoso em desenvolvimento e 0 maduro, para ressaltar o fato de que a neurotoxicidade
no desenvolvimento (DNT) € um aspecto importante da neurotoxicologia. Muitos neurotoxicantes
humanos conhecidos sao de fato neurotoxicantes do desenvolvimento (GIORDANO e COSTA, 2012),
a DNT estuda a toxicidade dos compostos quanto a capacidade e potencial de induzir alteracdes
morfoldgicas e funcionais no sistema nervoso em desenvolvimento (GOLDMAN e KODURU, 2000).

Ao longo dos anos foram realizados experimentos em animais, principalmente camundongos
em grande numero, aumentando os custos e tendo principalmente a diferenca de espécies, dificultando
a avaliag&o dos riscos em humanos (HELLWIG et al.,2018). E em consideracao a isso, hovos estudos
e métodos vem surgindo, fazendo o uso de células humanas, facilitando a interpretacéo e os efeitos
especificos na espécie. As neuroesferas humanas baseadas no progenitor neural humano (hNPCs)
(BAUMANN, GASSMANN, MASJOSTHUSMANN, 2016), podem ser usadas em uma triagem in
vitro e tem sido promissora na identificacdo de produtos quimicos com potencial para interromper o
desenvolvimento do cérebro de mamiferos (MOORS, CLINE, ABEL, 2007).

O objetivo dessa revisao foi demonstrar que neuroesferas humanas sado capazes de
serem moduladas por neurotoxicos do desenvolvimento e de espelharem processos basicos,
como proliferagcéo, diferenciagdo, migracdo e apoptose, com uma investigacao dos efeitos do
neurotoxicante metilmercurio (MeHg).

2 Metodologia

Esse trabalho foi elaborado a partir de uma revisao de literatura utilizando as bases de dados
PUBMED, NCBI, Scielo, biblioteca Cochrane, Science Direct no periodo de agosto a dezembro
de 2020, em artigos publicados entre 2010 a 2020, usando as seguintes palavras-chaves,
neurotoxicidade, neurotoxicidade do desenvolvimento, DNT, neuroesferas humanas e metilmercurio.

3 Discussao

3.1 Neurotoxicidade do Desenvolvimento

A neurotoxicidade do desenvolvimento (DNT) € uma série ameaga a saude humana e
durante as ultimas trés décadas, os resultados de coortes em perspectiva de nascimento sugerem
que exposicao a produtos quimicos no inicio da vida, mesmo em baixas concentragdes ambientais,
pode ter consequéncias adversas para a saude a longo prazo (EFSA, 2017). A DNT, descreve
qualquer efeito adverso da nocividade exdégena no sistema nervoso em desenvolvimento, levando
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a alteragbes funcionais e morfolégicas do cérebro (HAYESS et al.,2013; BAUMANN, BARENYS,
GASMANN, FRITSCHE, 2014).

Aneurotoxicidade do desenvolvimento causadanos cerebrais que sdo muitas vezes intrataveis
e frequentemente permanentes. A consequéncia de tal dano cerebral € comprometimento do SNC
em sua fungdo que dura a vidainteira e pode resultar em reducao de inteligéncia, expressa em termos
de pontos de QI perdidos, ou perturbagdo do comportamento e abuso de substancias ou produtos
quimicos. Um estudo recente comparou a perda estimada de QI das principais causas pediatricas e
mostrou que a magnitude das perdas atribuiveis ao chumbo, pesticidas, mercurio, metilmercurio e
outros neurotdxicos estavam na mesma faixa como, ou ainda maior do que, as perdas associadas
a eventos médicos como nascimento prematuro, lesdo cerebral traumatica, cérebro tumores e
doencgas cardiacas congénita (GRANDJEAN, LANDRIGAN, 2014; e LI, SETTIVARI, LEBARON,
MARTY, 2019).

3.2 Neuroesferas Humanas

Tendo em vista parte dos maleficios causados, a DNT tem sido considerada uma area
que necessita de abordagens para melhor detectar e caracterizar produtos quimico, com uma
necessidade critica de previsao in vitro com eficiéncia de tempo, custo e métodos de testes. Ensaios
in vitro que avaliam o impacto desses produtos em processos celulares para o cérebro normal em
desenvolvimento, incluindo: proliferagao neural, diferenciagéo, migracao, crescimento de neurdnios,
sinaptogénese e atividade neural (EFSA, 2015; e FRITSCHE, GASSMANN, SCHREIBER, 2011).

Experimentos com animais em ratos sdo usados para testes DNT, que sao muito caros em
termos de custo e tempo e usa um grande numero de animais, e carrega o problema adicional de
diferencas de espécies para extrapolagdo. Uma viavel substituta, tem sido as neuroesferas humanas
(BAUMANN, BARENYS, GASMANN, FRITSCHE, 2014; e FRITSCHE et al.,2018).

As hNPC'’s (células progenitoras neurais humanas) s&o cultivadas em cultura de suspenséo
no meio de proliferagédo de células, dentro de uma semana, neuroesferas de 0,2 a 0,3

de didmetro sdo formadas e crescem em tamanho por cultivo na presencga de fatores de
crescimento. Sao cortadas em pequenos pedacos, sofrem regeneracdo e formam neuroesferas
menores e regulares de tamanho uniforme em 1 ou 2 dias e desta forma, as neuroesferas podem
ser expandidas e cultivadas por varios meses sem perder sua capacidade proliferativa (BAUMANN,
BARENYS, GASMANN, FRITSCHE, 2014; e LI, SETTIVARI, LEBARON, MARTY, 2019).

3.2.1 Neuroesferas Humanas e 0s Processos Basicos do Desenvolvimento Cerebral (Proliferagéao,
Diferencia¢ao, Migragdo e Apoptose)

Para avaliar os processos basicos do desenvolvimento cerebral, as neuroesferas podem
ser cultivadas em condi¢des de proliferacao para posteriormente medir a proliferagcdo por meio de
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aumento de didmetro, ou podem ser cultivadas em condi¢cdes de diferenciacao para finalmente avaliar
a migracao, diferenciacao para astrocitos, neurénios e oligodendroécitos ou apoptose. Em ambas as
condigdes, a viabilidade / citotoxicidade das neuroesferas é também avaliada para distinguir entre
citotoxicidade geral e efeitos especificos em cada ponto final. (FRITSCHE et al.,2018).

O ensaio de proliferacédo é realizado para determinar a capacidade da hNPC para dividir
e gerar novas células ao longo do tempo. Uma maneira simples de avaliar a proliferacdo € medir
o aumento do didmetro das neuroesferas flutuantes. Alternativamente a medicdo do aumento do
didmetro, uma avaliacao direta da proliferacdo pode ser realizada pela quantificagdo da sintese de
DNA. BrdU é uma timidina analogo, que se incorpora ao DNA de células recém-geradas. Com base
em uma reacao quimioluminescente, este ensaio usa um anticorpo contra BrdU, que & conjugado
com uma peroxidase. Na presenca de H202, a peroxidase catalisa a oxidacdo do luminol para
oxiluminol e a luz emitida sdo medidos (PRICE et al.,2018).

Ja a migracao, reflete a capacidade das hNPCs de deixar de proliferar para a posicao final
no cérebro. Ela é avaliada, medindo a distadncia percorrida sobre a superficie revestida em um
determinado periodo de tempo (BAUMANN, BARENYS, GASMANN, FRITSCHE, 2014).

O termo diferenciacgao se refere ao processo de NPCs se desenvolvendo nos trés principais
tipos de células neurais: neurbnios, astrocitos e oligodendrécitos. Neste ensaio, neuroesferas sao
fixas e a porcentagem de células na area de migracao, que sao diferenciadas em cada um desses
tipos de células é avaliado por meio de imunocitoquimica (ICC) usando BllI-tubulina, anticorpos
GFAP e 04, bem como Hoechst como uma coloragéo nuclear (FRITSCHE et al.,2018).

Finalmente temos a avaliagdo da apoptose celular, que é visualizada no principio da
condensacao nuclear em células apoptoticas, que é visualizada por coloragao com Hoechst e iodeto
de propidio. Hoechst entra em cada célula e intercala no DNA, enquanto o iodeto de propidio apenas
entra nas células com integridade de membrana perturbada e intercala no DNA. Ao adicionar ambos
0s corantes as células vivas, todos os nucleos das células sdo corados por Hoechst, enquanto
apenas nucleos celulares condensados apoptdticos tardios também sao corados por iodeto de
propidio. Os nucleos condensados e apoptoéticos sdo entdo duplamente corados para Hoechst e
iodeto de propidio e sdo contados como células apoptéticas (TERRON, SUSANNE, 2018).

3.3 Neurotoxico Metilmercurio

O desenvolvimento do cérebro humano € excepcionalmente sensivel a lesdes causadas
por produtos quimicos toxicos, varios processos de desenvolvimento tém se mostrado altamente
vulneraveis a toxicidade quimica. Por exemplo, in vitro estudos sugerem que as células-tronco
neurais sao muito sensiveis a substancias neurotéxicas, como metilmercurio. Na fase inicial do
desenvolvimento do cérebro, as exposicdes no inicio da vida a produtos quimicos neurotdxicos
podem causar uma ampla gama de efeitos adversos no desenvolvimento e na maturacdo do
cérebro que podem se manifestar como deficiéncias funcionais ou doengas em qualquer ponto da
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vida humana, desde a primeira infancia até idade muito avangcada (GRANDJEAN, P; LANDRIGAN,
P, 2014 e WENDROFF,2014).

A toxicidade do desenvolvimento deste composto orgéanico, tornou-se evidente na década
de 1960 em Minamata, Japao, onde uma epidemia de espasticidade, cegueira e profundo retardo
mental foi visto em bebés nascidos para maes que consumiram peixe de aguas contaminadas.
Depois de muitos anos de estudos clinicos e experimentais, a fonte provou ser compostos de
mercurio liberados em Minamata Bay por uma fabrica de plasticos. Metilmercurio acumularam e
atingiram altas concentragbes em peixes do local. Maes expostas a esse neurotoxicante foram
menos afetadas ou nao sofreram nada de efeito toxicoldgico, diferentemente das criangcas que
foram expostas no utero e sofreram envenenamento (WINNEKE, 2011).

Neurotoxicidade do desenvolvimento devido ao metilmercurio ocorre em exposicdées muito
mais baixas do que as concentracdes que afetam a funcao cerebral do adulto. Deficiéncias aos
7 anos de idade que estavam ligados a exposi¢des pré-natais de baixo nivel a metilmercurio
ainda eram detectaveis aos 14 anos de idade. Alguns polimorfismos genéticos comuns parecem
para aumentar a vulnerabilidade do cérebro em desenvolvimento a toxicidade do metilmercurio.
Varreduras de ressonancia magnética funcionais de pessoas exposto no periodo pré-natal a
quantidades excessivas de metilmercurio mostrou ativagdo anormalmente expandida de regides
do cérebro em resposta a estimulacao sensorial e tarefas motoras. Porque alguns efeitos adversos
podem ser contrabalangados por acidos graxos essenciais de frutos do mar, ajuste estatistico para
dieta materna durante a gravidez resulta em efeitos mais fortes do metilmercurio (GRANDJEAN, P;
LANDRIGAN, P, 2014).

Peixe e marisco sao componentes importantes na dieta para mulheres em idade fértil.
O consumo do peixe é particularmente vantajoso para mulheres gravidas, pois contém altas
concentracdes de d6mega 3 (3) acidos graxos poliinsaturados (PUFA) e aminoacidos que séo
essenciais para o desenvolvimento do cérebro fetal. No entanto, uma dieta rica em peixes pode
ser razoavelmente considerada como um principal via de exposicdo ao mercurio, uma vez que a
mae € exposta e absorve o MeHg *, ele facilmente atravessa a placenta e atinge o cérebro fetal,
onde a divisdo e migragao neuronal podem ser inibidas causando uma ruptura da estrutura cerebral
(ROBLE et al.,2014 ; BRACHET et al.,2020).

Varios estudos transversais registraram associagoes significativas entre metilmercurio
exposicado e comprometimento neurocomportamental em jovens criangas. A Academia Nacional de
Ciéncias dos Estados Unidos revisou estes estudos e concluiu que existem fortes evidéncias para
neurotoxicidade fetal de metilmercurio, mesmo em baixa exposi¢cdes. Essas descobertas levaram as
autoridades para emitir alertas dietéticos, e agéncias nacionais e internacionais (com coordenagao
da ONU Programa Ambiental) agora buscam controlar e restringir a liberagcdo de mercurio no
meio ambiente. Substancial redugdes ja foram alcangadas no uso de mercurio (GRANDJEAN,
LANDRIGAN, 2014 e WENDROFF,2014).
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Conclusao

O atual modelo animal in vivo para avaliagdo de DNT consomem muitos recursos e pode
nao capturar todos os mecanismos que podem ser relevantes para DNT em humanos. Como
resultado, ha uma necessidade crescente de abordagens mais confiaveis, com eficiéncia de tempo
e custo para a avaliagao de neurotéxicos, as neuroesferas mostraram-se capazes de reproduzir os
processos do desenvolvimento neuronal de proliferagao, diferenciacao e apoptose, oferecendo um
novo método para identificagcao de perigos da DNT.

E como principal neurotoxicante, pelo grande consumo na alimentacao através de peixes
e frutos do mar, testes com metilmercurio, mostrando que os efeitos in vivo do metilmercurio
conseguem ser imitados in vitro.

No futuro, mais produtos quimicos conhecidos por causar DNT poderéao ser testados quanto
ao seu potencial de interferir no desempenho da neurosfera humana, a fim de desenvolver esse
método em um processo de validagao e torna-lo aplicavel as necessidades de teste. Por fim, triagem
de produtos quimicos industriais presentes em exposi¢cdes humanas para efeitos neurotdxicos para
gue substancias perigosas possam ser identificadas para um controle mais rigido.
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