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RESUMO

O mercurio, em suas formas organicas e inorganicas, € um toxicante ambiental capaz de
provocar déficits neuroldgicos severos em animais e humanos. O sistema nervoso em
desenvolvimento apresenta uma maior suscetibilidade aos efeitos deletérios induzidos por
mercuriais. Neste contexto, exposicdes durante o periodo pré-natal e lactacional representam
importantes questSes do ponto de vista toxicoldgico. De fato, pouco se conhece a respeito da
contribuicdo lactacional para o desenvolvimento de neurotoxicidade frente a intoxicagcbes com
mercuriais. Além disso, ndo existem tratamentos efetivos capazes de reverter completamente os
efeitos téxicos do mercurio. No presente estudo, foi demonstrado que a exposi¢do exclusivamente
lactacional de camundongos jovens ao metilmercurio, uma forma organica de mercurio, causou
déficits motores que foram correlacionados com um desequilibrio no estado tidlico cerebelar.
Observamos também, que o mercurio inorganico causou neurotoxicidade em camundongos expostos
a este metal através do leite materno. O cerebelo de animais jovens expostos ao mercurio inorganico
apresentou uma atividade glutationa redutase aumentada, um efeito que pode estar relacionado a
uma resposta de defesa celular frente a acao pré-oxidativa do mercurio sobre tidis endégenos. Em
contrapartida, os camundongos jovens expostos ao metilmercurio ndo demonstraram esta resposta,
0 que aponta para mecanismos moleculares de resposta distintos para as diferentes formas de
mercurio, sendo este fendmeno importante do ponto de vista toxicolégico.

O tratamento de animais adultos com metilmercurio por via oral causou uma diminuicao
significativa na atividade glutationa peroxidase cerebral, uma enzima primaria no processo de
detoxificacdo de perdxidos produzidos enddgenamente. Este efeito ocorreu em paralelo a um
aumento na protedlise da enzima poli(ADP ribose) polimerase, um indice de apoptose. Em estudos in
vitro, nossos dados demonstraram uma participagdo importante do perdxido de hidrogénio como
mediador da neurotoxicidade induzida por mercuriais e este fato foi acompanhado por uma
marcante inibicdo da enzima antioxidante glutationa peroxidase mitocondrial. O bloqueio da
atividade desta enzima com acido mercaptosuccinico aumentou o estresse oxidativo e a disfuncdo
mitocondrial induzida pelos mercuriais in vitro. A incubagao de células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y com metilmercurio causou uma diminuigdo significativa na atividade glutationa peroxidase
destas células. Este efeito tornou as células menos eficientes em degradar peréxido de hidrogénio e
ocasionou um aumento na expressdao de marcadores de dano oxidativo. Além disso, a inibicdo da
glutationa peroxidase com acido mercaptosuccinico potencializou a perda de viabilidade celular e
aumentou significativamente a expressdo de marcadores de apoptose.

O tratamento de animais adultos com extrato hidroalcodlico da planta Polygala paniculata
preveniu os efeitos comportamentais e relacionados ao estresse oxidativo induzidos pelo tratamento
com metilmercurio administrado por via oral. Este efeito se deu provavelmente devido a acdo
antioxidante do extrato. Em estudos in vitro, demonstramos a participacao do flavonéide quercetina
como um importante mediador da neuroprotecdao induzida pelo extrato de Polygala frente aos
efeitos téxicos do metilmercurio. Além disso, o flavondide miricetina também apresentou efeito
benéfico contra a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo induzidos por metilmercurio in vitro.

Em conclusao, nossos dados apontam para o sistema antioxidante da glutationa como um
importante alvo molecular na neurotoxicidade induzida por mercuriais, onde disturbios no sistema
antioxidante, causados por estes agentes, levam a um quadro de estresse oxidativo associado a
disfuncdo mitocondrial e aumentam a expressio de marcadores de morte celular. O extrato
hidroalcodlico da planta Polygala paniculata, bem como os flavondides quercetina e miricetina,
representam potenciais agentes neuroprotetores contra a toxicidade induzida por mercuriais.
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ABSTRACT

Mercury, in its organic and inorganic forms, is a potent environmental toxicant able to induce
neurological deficits in both animals and humans. The developing central nervous system is
particularly susceptible to the deleterious effects of mercury compounds. In this regard, mercury
exposures during the pre-natal and lactational periods are main factors from a toxicological point of
view. In fact, little is known about the exclusive contribution of the lactational exposure to mercury
and its relationship with neurotoxicity. In addition, there are no available treatments able to totally
block mercurials-induced toxicity. In the present study, we demonstrate that the exposure of young
mice to methylmercury, an organic form of mercury, exclusively via maternal milk induces motor
deficits associated with disturbs in the cerebellar thiol homeostasis. We also show that inorganic
mercury caused neurotoxicity by exposure of young mice exclusively through the lactational route.
The pups exposed to inorganic mercury presented an increased activity of the antioxidant enzyme
glutathione reductase in the cerebellum. This effect appears to be related to an antioxidant response
against the well known pro-oxidative actions of mercury towards endogenous thiols. On the other
hand, pups exposed to methylmercury through maternal milk did not show such adaptative
response, pointing to different molecular mechanisms of action of the distinct forms of mercury.
From a toxicological point of view, this is an important finding.

Treatment of adult mice with methylmercury via oral route caused a significant decrease on
the glutathione peroxidase activity in the brain. This enzyme is a main antioxidant defence against
the deleterious effects of endogenous peroxides. This phenomenon was concomitant with an
increase in poly(ADP ribose) polymerase proteolysis, an index of apoptosis. During in vitro studies,
our data shows the central role of hydrogen peroxide as an important contributor to the
neurotoxicity induced by mercuric compounds. We also show the inhibitory effect of methylmercury
on mitochondrial glutathione peroxidase. The blockade of this enzyme with mercaptosuccinic acid
caused an increase of oxidative stress markers and mitochondrial dysfunction induced by mercurials
in vitro. The incubation of human neuroblastoma cells SH-SY5Y with methylmercury caused a
significant decrease on glutathione peroxidase activity. This effect resulted in a decreased ability of
cells to remove hydrogen peroxide from the culture medium, causing an increase in the endogenous
formation of peroxides. In addition, the inhibition of glutathione peroxidase improved the
methylmercury-induced anti-viability effect and potentiated apoptosis.

Treatment of adult animals with Polygala paniculata extract prevented the effects of
methylmercury in inducing motor deficits and oxidative stress. This effect is probably related to the
antioxidant actions of the extract. During in vitro studies, we demonstrated the participation of the
flavonoid quercetin as an important mediator on the neuroprotection induced by Polygala extract. In
addition, the flavonoid myricetin also displayed beneficial effects against methylmercury induced
mitochondrial dysfunction and oxidative stress in vitro.

In summary, our data point to the glutathione antioxidant system as an important molecular
target for mercury-induced neurotoxicity. Disturbances in this cellular defence system can induce
oxidative stress associated with mitochondrial dysfunction and apoptosis. The Polygala paniculata
extract, as well as the flavonoids quercetin and myricetin, may be potential therapeutic agents
against mercury induced neurotoxicity.
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1. INTRODUGAO

1.1. O mercurio no ambiente e sua utilizagdo pelo homem

O mercurio (Hg) é um metal classificado na tabela periédica como o elemento de niumero
atomico oitenta (80) e massa atdomica 200,59 Da. Este elemento pode ser liberado a partir da crosta
terrestre e de erupgdes vulcanicas. Uma vez na atmosfera, pode precipitar e atingir as aguas pluviais
e oceanicas (Nriagu e Pacyna 1988), desta forma, podendo atingir a cadeia tréfica e ser incorporado
aos organismos aquaticos através de um processo de bioacumulacdo (Lindstrom et al., 1991). No
meio ambiente, este metal existe em diferentes formas: mercurio elementar, sais inorganicos de
mercurio [Hg (I) e Hg (Il)] e compostos organicos de mercurio, sendo todas estas formas
potencialmente importantes na exposicdo e intoxicagdo humana (Clarkson, 1997). O mercurio
elementar, a temperatura ambiente, apresenta-se sob a forma de metal liquido de coloragdo
prateada. Ao entrar em contato com metais como ouro e prata, forma ligas metélicas ou amalgamas
com estes elementos, sendo assim amplamente utilizado no processo de extracdao destes metais
preciosos a partir de seus respectivos minérios. Sob temperaturas elevadas, o mercurio metalico
passa a forma de vapor, tornando-se altamente tdxico e corrosivo. O mercurio ocorre também sob a
forma de sais inorgdnicos como o cloreto de mercurio (HgCl,) e formas orgdnicas como o
metilmercurio (MeHg) e dimetilmercurio. Conforme citado anteriormente, o Hg precipitado junto
com as chuvas atinge os ambientes aquaticos onde serd metabolizado por microorganismos que
produzirdo as formas organicas de Hg (Clarkson et al., 2003). As formas organicas de Hg também sdo
produzidas pelo homem na industria quimica. Estima-se que a quantidade de Hg lancada ao meio
ambiente como conseqliéncia da atividade humana seja algo em torno de 4000 toneladas/ano
(Ebinghaus et al., 1999). A Figura 1 ilustra o ciclo do merclirio no meio ambiente e sua

bioacumulagdo em peixes e organismos aquaticos, entrando assim na cadeia troéfica.



Figura 1.

Figura 1. Ciclo global do mercurio, sua metilagdo em sedimentos aqudticos, a bioacumulagao
do metilmercurio na cadeia tréfica e a potencial exposicdo humana através da dieta
(modificado de Clarkson e Magos, 2006)



A utilizacdo do Hg pela humanidade (Figura 2) data desde os primdrdios da civilizagdo
(Goldwater, 1972). As formas de uso eram as mais variadas possiveis e ha relatos do uso do Hg por
parte de muitas civilizagGes antigas, como gregos, egipcios e chineses. Por exemplo, por volta de
1000 a.C., os chineses utilizavam o Hg como componente da tinta vermelha usada para escrita, os
europeus passaram a usar o mercurio na forma de cremes para o tratamento da sifilis. O uso
indiscriminado destes cremes causou grande nimero de dbitos. Durante as grandes navegacdes no
século 16, as caravelas eram carregadas com grandes quantidades de Hg usado na extracdo de ouro
e prata nas col6nias americanas e, a partir do século 19, o Hg passou a ser usado como componente
de amalgamas para o tratamento dentario (Clarkson et al., 2003; Clarkson e Magos, 2006).
Atualmente, a utilizacdo do mercurio pelo homem se dd principalmente através das atividades
industriais, agricolas e de mineragdo. Na industria, compostos de Hg sdo aplicados na producdo de
componentes eletrénicos, lampadas fluorescentes, baterias entre outros inumeros produtos.
Também sdo usados como catalisadores na industria quimica como, por exemplo, na producdo de
pldsticos. Na agricultura, muitos inseticidas e fungicidas sdo a base de compostos de Hg. Em paises
como o Brasil, principalmente na regido amazonica, onde a atividade de extragdo mineral representa
uma importante atividade econOGmica, o uso de compostos de Hg para a extracdo de ouro e a
contaminacdo dos trabalhadores neste processo representa um importante problema de saude

publica (Malm et al., 1998; Myers et al., 2007).



Figura 2.

Figura 2. As formas ancestrais de utilizacdo do mercurio. Uma ilustracdo de algumas das formas de
utilizagdo do Hg por nossos antepassados. Uma das formas mais antigas de uso do Hg foi como
pigmento em tintas vermelhas e por alquimistas. Na Idade Média era usado como medicamento para o
tratamento da sifilis, o que freqlientemente causava obitos devido ao uso excessivo. Durante as
grandes navegacOes, grandes quantidades eram enviadas para as Américas para o uso na extracdo de
ouro e prata. Também era utilizado na fabricacdo de cartolas. As amalgamas de mercurio passaram a
ser utilizadas a partir do século 19 (modificado de Clarckson e Magos, 2006).



1.2. Contamina¢do ambiental por mercurio

A exposicdo humana e ambiental ao Hg ocorre principalmente devido a a¢Ges antrdpicas.
Nas décadas de 1950, em Minamata no Japao e, em 1970 no Iraque, foram documentados dois dos
maiores incidentes ambientais envolvendo o Hg. A intoxicacdo aguda por Hg durante estes
acontecimentos causou danos neurolégicos severos a milhares de habitantes daquelas localidades
(Harada, 1995; Johansson et al., 2007). Acidentes ambientais da magnitude destes ocorridos no
Japdo e no Iraque ndo tém sido relatados nas ultimas décadas. No entanto, a exposicdo humana e
ambiental ao Hg ainda representa um importante problema de saude publica e ocorre devido a
atividades industriais, agricolas e de mineracdo (Malm et al., 1998; Myers et al., 2007). Além disso, o
processo de bioacumula¢do do Hg em peixes e outros organismos aquaticos, importantes na nutricao
humana e animal, tem sido apontado como uma das principais fontes de intoxicacdo por mercuriais
(Clarkson et al., 2002). O metilmercurio produzido por processo de biometilacdo nos sedimentos
aquaticos e também liberado pela atividade humana passa por um processo de magnificacdo
bioldgica, sendo acumulado em altas concentragGes em peixes a mamiferos aquaticos predatorios.
Em oceanos nao poluidos, peixes herbivoros apresentam concentra¢des de MeHg na ordem de 0,01
ppm, enquanto que os niveis podem atingir quatro ppm em tubardes. A concentracdo de MeHg no
oceano é de um pg/ml, desta forma, a bioacumulacdo pode chegar a um bilhdo de vezes conforme o
metal ascende na cadeia trdfica (Clarkson e Magos, 2006). Em ambientes contaminados, como em
certas areas da regido amazonica onde a atividade de garimpo é constante, estes niveis aumentam
ainda mais. Particularmente, no caso do incidente ambiental em Minamata, Japdo, a concentragao
de Hg encontrada em peixes consumidos pela populacdo local era da ordem de 5 a 20 ppm (Cossa,
1995). Nessas concentragdes, seres humanos podem ser intoxicados por Hg através do consumo
destes peixes. Desta forma, a atividade humana eleva de maneira significativa as possibilidades de

intoxica¢Ges com mercurio.



1.3. Efeitos clinicos e toxicoldgicos do mercurio
1.3.1. Mercurio inorgdnico

Conforme descrito anteriormente, as formas inorganicas de mercurio incluem o mercurio
liguido metalico, o vapor de mercurio, sais inorganicos de mercurio e amalgamas. A ingestdo de
mercurio metdlico aparentemente ndo apresenta efeitos tdxicos. Os riscos a saude produzidos pelo
mercurio liquido estdo relacionados a uma potencial liberacdo de vapor de mercurio, que pode ser
inalado e apresentar entdo efeitos tdxicos (Clarkson et al., 2003; Clarkson e Magos, 2006). As outras
formas de mercurio inorganico podem levar ao dano renal, produzindo em alguns casos, a sindrome
nefrdtica. O vapor de mercurio também pode causar dano ao sistema nervoso central (SNC) devido a
sua habilidade em atravessar a barreira hemato-encefélica. O cation de merctrio Hg** é considerado
o causador da doencga conhecida como acrodinia ou “doenca rosa”, conseqliéncia da intoxicacdo de

criangas com este metal.

A alta mobilidade do vapor de mercurio inalado no corpo se da por suas propriedades fisicas,
que por se tratar de um gas monoatémico de carga neutra, pode facilmente difundir-se através das
camadas lipidicas das membranas celulares. Os mecanismos de transporte dos cdtions de Hg ainda
ndo foram esclarecidos. Apds a metabolizacdo pelas células do figado, o Hg** pode ser excretado na
forma complexada com a glutationa reduzida (GSH) na bile (Ballatori e Clarkson, 1985). Os cations de
Hg apresentam uma reduzida capacidade de atravessar a barreira hemato-encefdlica e a barreira

placentdria, no entanto acumula-se de forma significativa nos rins (Clarkson e Magos, 2006).

O Hg”, na sua forma de sal soluvel em 4gua (HgCl,), é considerado um veneno altamente
potente (Magos e Clarkson, 2006). A ingestdo de algo em torno de 1 g pode ser fatal. Tal dose de
cloreto de mercurio leva a vitima ao choque acompanhado de um colapso total na funcdo renal. E
também altamente corrosivo ao trato gastrointestinal. Doses mais baixas causam dano seletivo aos
rins, sendo os tubulos proximais os principais alvos. Humanos, apés doses repetidas, podem

apresentar resisténcia, provavelmente devido a indu¢do de metalotioneinas. A a¢do seletiva do HgCl,



é confirmada pelos altos niveis de acumula¢do deste composto nos rins, no entanto os mecanismos

bioquimicos de toxicidade renal ainda ndo sdo completamente conhecidos.

Além dos rins, o Hg** pode causar dano ao trato gastrointestinal. Casos de contaminag3o
ocupacional tém sido relatados por causarem dano pulmonar e o uso de Hg** como anti-séptico em
fraldas para uso infantil foi relacionado com a acrodinia (Warkany e Hubbard, 1953). Também
existem estudos que associam a contaminagdo com Hg®* e o desenvolvimento de doencas auto-

imunes (Pollard e Hultman, 1997).
1.3.2. Mercdurio orgdnico

Os compostos metil e etilmercurio apresentam propriedades quimicas similares e o alvo
primario destes agentes é o SNC. Os compostos contendo o radical etil diferem de seus compostos
relacionados na forma metilada pelo fato de serem mais rapidamente convertidos ao mercurio
inorgadnico no organismo e produzirem entdo dano renal. O metilmercurio (MeHg) aparentemente
afeta principalmente o SNC, ao menos em primatas (Clarkson e Magos, 2006). Outras formas
organicas de Hg, como os compostos fenilmercirio e metoxi-etiimercurio, sdo rapidamente
convertidos ao mercurio inorgénico, desta forma agindo no organismo de forma similar ao Hg*".
Entretanto, estes compostos sdao geralmente absorvidos mais facilmente pelo organismo do que o

mercurio inorganico.

A alta mobilidade do MeHg no organismo se dd pela formacdo de um complexo com o
aminoacido cisteina. A estrutura deste complexo imita a do aminodcido neutro metionina, e desta
forma entra na célula a partir da atividade dos transportadores de aminodcidos neutros. O MeHg é
excretado da célula na forma conjugada com GSH a partir da atividade de sistemas de transporte

especificos para este tripeptideo (Ballatori e Clarkson, 1985; Ballatori et al., 1995).

Os efeitos téxicos do MeHg variam em exposi¢cdes pré-natais ou em adultos. As diferencgas
estdo ligadas ao tipo de dano cerebral e também a dose minima causadora de toxicidade. Desta

forma, as exposi¢Ges em adultos e individuos em desenvolvimento sdo tratadas diferentemente.



1.3.3. Exposicoes em adultos:

Os efeitos prejudiciais de compostos de MeHg ao SNC foram demonstrados logo apods as
primeiras sinteses de dimetilmercurio em um laboratério quimico em Londres na década de 1860
(Hunter, 1969). A exposicao de dois trabalhadores a este agente causou danos neurolégicos severos
que resultaram em morte. Os sintomas iniciais foram amortecimento de pés e maos seguidos de uma
deterioracdo rapida do quadro clinico, acompanhado por perda de visdo e audigdo, falta de
coordenacdo motora e outros sintomas correlacionados a um dano cerebral severo. Pelo menos
outros dois acidentes ocupacionais fatais chamaram a atencdo para os efeitos neurotdxicos de
compostos organicos de mercurio. Os acidentes ambientais no Iraque e no Japdo também
contribuiram com inimeros dados para a melhor compreensao dos efeitos neurotdxicos do MeHg

em jovens e adultos.

De maneira geral, os efeitos em adultos se ddo por causa do dano causado em regides focais
do cérebro, normalmente envolvendo areas relacionadas a fun¢bes sensoriais e de coordenagdo
motora, em especial o cerebelo e também areas do cdrtex visual. Os danos sao irreversiveis devido a
severa morte neuronal. O aparecimento de sinais ou sintomas de intoxica¢do pode ser precedido por
um periodo de laténcia que perdura entre semanas ou mesmo meses. Estudos em primatas nao
humanos apontam que doses acima de um nivel critico de 1000 pg Hg/L levam a um aumento
abrupto nos niveis de Hg no cérebro, causando danos neuronais que podem ser evidenciados por
andlises histoldgicas. Evidéncias oriundas de estudos em animais sugerem que o préprio MeHg
intacto (e ndo o mercurio inorganico liberado a partir do MeHg no cérebro) é o responsavel pelo

dano neuronal (Clarkson e Magos, 2006).

1.3.4. Exposigdo pré-natal:

O cérebro fetal é mais suscetivel ao dano induzido por mercurio em comparac¢do ao encéfalo
adulto. O MeHg altera a divisdao e migracao de células neuronais e desregula a citoarquitetura do

cérebro em desenvolvimento (Choi et al., 1978). Criancas com dano cerebral severo nasceram de



maes minimamente afetadas pelo MeHg apds os incidentes ambientais no Japdo e Iraque (Eto et al.,
1992). Estudos em animais corroboram com estas observacGes e apontam para uma maior
sensibilidade do cérebro em desenvolvimento frente aos efeitos deletérios do MeHg (Spyker et al.,
1972a; Spyker et al., 1972b). Dados obtidos das exposi¢Ges pré-natais a partir dos eventos ocorridos
no Japdo e lraque e em casos graves de envenenamento revelam que o cérebro inteiro foi afetado,
enquanto que em adultos apenas lesGes focais foram encontradas (Eto et al., 1992). Neste estudo,
notou-se que as camadas corticais uniformes caracteristicas do cérebro jovem normal encontraram-
se completamente distorcidas, além do aparecimento de neurdnios ectdpicos que ndo atingiram
seus alvos anatomicos, indicando uma inibicdo no crescimento e migracdo neuronal. Este efeito
pode estar relacionado ao fato de que o MeHg pode ligar-se aos grupos sulfidrila presentes nas
moléculas de tubulina, desta forma prejudicando a formac¢do de microtubulos, essenciais para o
crescimento axonal (Kerper et al., 1992; Castoldi et al., 2001). Em altas doses, o dano severo aos
neurénios em varias areas do cérebro pode causar efeitos diversos, incluindo reflexos hiperativos,
cegueira, surdez, paralisia cerebral e retardo mental (Amin-Zaki et al., 1974; Bakir et al., 1973). A
exposicao a doses baixas pode causar efeitos mais sutis ao desenvolvimento neural e incluir déficits
de linguagem, aprendizado e atengao, e em alguns casos problemas no controle motor e organizagado

visual-espacial (Counter e Buchanan, 2004).

1.3.5. Exposigdo lactacional:

A imaturidade dos tecidos durante o periodo neonatal pode aumentar os efeitos tdxicos de
agentes como o mercurio. De certa forma, isto se torna relevante do ponto de vista toxicoldgico. O
SNC em desenvolvimento é mais sensivel a acdo de agentes neurotoxicos do que o cérebro adulto
(Rodier, 1994). Foi demonstrado que a exposicdo de mulheres gravidas ao MeHg pode levar a
intoxicacgdo indireta de suas criangas (Harada, 1995; Weihe et al., 2002). Dados obtidos de um estudo
realizado nas ilhas Faroe, onde a populacdo local consome grandes quantidades de peixes marinhos,
indicaram que a exposi¢ao intra-uterina ao MeHg causa disfungdes neuropsicolégicas em criangas

(Grandjean et al., 1997). Por outro lado, o mercurio é encontrado no leite materno apds a exposicao
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ao MeHg (Amin-Zaki et al.,, 1976; Skerfving, 1988; Oskarsson et al.,, 1996). Conforme ja citado
anteriormente, o mercurio afeta a proliferacdo e migracdo de neurdnios no SNC e este processo nao
é completo antes dos cinco meses apds o nascimento, além de que os neurdnios continuam a
proliferar durante o primeiro ano de vida (Rodier, 1994; 1995). Desta forma, além do periodo
gestacional, o periodo lactacional também apresenta importancia do ponto de Vvista
neurotoxicolégico, e a exposicdo a agentes neurotdxicos, como o MeHg, deve ser minimizada

durante este periodo.

Apesar de sabermos que a exposicao in utero ao MeHg causa prejuizos neuroldgicos em
animais e humanos (Sakamoto et al., 2002; Grandjean et al., 1997), evidéncias da contribuicdo
exclusiva da exposicdao lactacional a compostos de mercurio é escassa. De fato, estudos
correlacionando a exposicdo de maes ao MeHg com efeitos neurotdxicos na prole (Sakamoto et al.,
2002) geralmente ndo discriminam estas duas fases importantes da exposi¢cdo indireta (trans-

placentdria e através do leite materno), tornando dificil o entendimento da real contribuicdo de

ambas as vias de exposi¢cdo para o desenvolvimento da neurotoxicidade.

1.4. Mecanismos de neurotoxicidade do merctrio

Atualmente, apesar dos esforcos na busca de novas estratégias terapéuticas para combater a
toxicidade induzida pelo Hg, ndo estdo disponiveis tratamentos efetivos capazes de abolir
completamente os efeitos téxicos dos mercuriais. Em casos de intoxicacao, além de suporte para a
manutencdo das funcgdes vitais, o uso de agentes quelantes auxilia no processo de eliminacdo do
mercurio dos tecidos. Entretanto, estas drogas sdo de uso limitado devido a suas a¢Oes adversas,
como por exemplo, toxicidade renal, redistribuicdo do metal nos tecidos, deplecao de metais
essenciais, erupcles cutdneas, nduseas entre outros (Aposhian et al., 1995; Grandjean et al., 1991;

Tchounwou et al.,, 2003). A melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
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neurotoxicidade de mercuriais contribuird para o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas voltadas ao tratamento dos casos de intoxicagdo por tais compostos.

Dentre os principais mecanismos envolvidos na neurotoxicidade induzida pelo MeHg,
alteragdes na homeostase do calcio (Sirois & Atchison, 2000), glutamato (Aschner et al., 2000; Farina
et al 2003; Manfroi et al., 2004; Fonfria et al., 2005) e o estresse oxidativo (Ou et al., 1999, Yin et al.,
2007) tém sido documentadas. Além destes, outros possiveis alvos do MeHg tém sido relatados e
incluem a fragilizacdo da barreira hemato-encefalica, disfuncdo no transporte axonal, alteracdes na
producdo, liberacdo, captacdo e metabolismo de neurotransmissores, sinalizacdo celular, sintese de
proteinas, DNA e RNA, além danos ao sistema respiratério e de regeneracdo de energia (Castoldi et

al., 2001).

1.4.1. A¢cGes do mercurio sobre a homeostase do cdicio e glutamato

O célcio é um elemento essencial para varias funcdes celulares, por exemplo, a exocitose,
contracdo muscular, ativacdo de enzimas, entre outras. Porém, quando em excesso, pode ser
citotéxico. Desta forma, as células dispGem de varios mecanismos para manter a homeostase deste
metal. As bombas de cdlcio e o armazenamento de calcio no reticulo endoplasmatico e na
mitocdndria podem ser citados como importantes reguladores dos niveis fisioldgicos deste ion nas
células (Berridge et al., 1998). Os canais de célcio (Ca**) sensiveis a voltagem possuem papel central
em incontaveis funcdes celulares, entre elas, a transmissdo sindptica, contracdo muscular e
regulacdo da expressdo génica (Catterall, 1998). Diversos subtipos de canais de Ca®* operados por
voltagem tém sido identificados (L, N, P/Q e R) baseando-se em suas propriedades biofisicas e
farmacoldgicas (Tsien et al., 1995). Os canais de Ca’* sdo afetados por uma variedade de agentes
téxicos (Kiss e Osipenko, 1994; Sirois e Atchison, 1996). Levando-se em conta os importantes papéis

que estas proteinas representam na func¢do celular, a agcdo de agentes tdxicos sobre estas proteinas
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pode apresentar consequéncias significativas para o desempenho das fun¢Ges celulares (Audesirk et

al., 2001).

Foi demonstrado que a exposicdo ao MeHg induz um aumento intracelular de Ca*" e parte
deste aumento se da pela entrada de Ca** a partir do meio extracelular (Denny et al., 1993; Hare et
al., 1993). Em culturas celulares cerebelares o uso de nifedipina, um bloqueador de canais de Ca* do
tipo L, retarda o inicio do influxo de Ca*" promovido pelo MeHg (Hare e Atchison 1995; Marty e
Atchison 1997). Além disso, o uso deste bloqueador protege parcialmente contra a neurotoxicidade
induzida por MeHg (Sakamoto et al., 1996). Estas observacbes sugerem que as acdes do MeHg sao
em parte mediadas por canais de Ca®* do tipo L, ou alternativamente, que o MeHg pode transpor as
membranas neuronais através destes canais. O MeHg também afeta a regulacdo intracelular de

calcio por organelas, como o reticulo endoplasmatico e mitocondrias (Limke et al., 2004).

Os efeitos do MeHg sobre a homeostase do glutamato se ddo principalmente pela agdo
inibitéria deste metal sobre os transportadores de glutamato presentes em astrécitos (Aschner et al.,
2007). Ao bloquear a atividade destes transportadores, o MeHg causa um aumento nos niveis de
glutamato na fenda sindptica, fazendo com que este neurotransmissor permanega por mais tempo
na regido de encontro entre os neurénios. Assim, o glutamato extracelular em excesso pode causar
uma exacerbacdo na transmissdo glutamatérgica apds atingir seus receptores pds-sinapticos,
culminando em um fendmeno conhecido como excitotoxicidade (Allen et al., 2001a; Allen et al.,
2001b; Brookes e Kristt, 1989; Aschner et al., 1993; Dave et al., 1994). Corroborando com esta idéia,
foi demonstrado que a co-administracdo de doses subtdxicas de MeHg com glutamato, resulta em
lesGes tipicas de um estimulo excitotdxico (Matyja e Albrecht, 1993). O MeHg também causa
ativacdo da enzima citosédlica fosfolipase A2, levando a liberagdo de acido araquidonico que,
subseqlientemente, inibe o transporte de glutamato, levando ao surgimento de um ciclo excitotdxico
(Shanker et al., 2002). A excitotoxicidade causada pela intoxicagdo com MeHg pode estar relacionada
a uma intensa atividade dos receptores ionotrdpicos de glutamato do tipo N-metil-d-aspartato

(NMDA). Isto pode ser observado pelo fato de que o uso de antagonistas para este receptor diminuiu
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o dano ao DNA causado pelo MeHg no cértex cerebral de ratos (Juarez et al., 2005). Desta forma,
baseando-se nestas evidéncias, pode-se sugerir uma correlagdo entre as alteragées na homeostase
do glutamato e calcio como mecanismos de neurotoxicidade do MeHg, tendo os receptores NMDA

um papel central neste fenémeno.

1.4.2. O mercurio como indutor de estresse oxidativo

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1999), o estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio entre os niveis de moléculas pré-oxidantes e antioxidantes. Os agentes pré-oxidantes
sdo conhecidos como espécies reativas, que podem ser radicais livres ou espécies ndo radicalares.
Um radical livre é definido como uma molécula com um ou mais elétrons ndao pareados na camada
de valéncia mais externa em seu atomo. As espécies reativas de oxigénio (EROs) incluem os radicais
livres derivados do O,, como o radical danion superéxido (O,) e o radical hidroxila (OH”), bem como
os derivados ndo radicalares como o peréxido de hidrogénio (H,0,). A produgdo de EROs é comum
em um ambiente aerdbico. A produgdo de superdxido se da a partir da respiragdo mitocondrial,
através da redugdo do O, molecular pela ubiquinona. A célula possui uma maquinaria de
detoxificacdo de EROs especifica, que ajuda a manter os niveis fisioldgicos destas espécies reativas.
Dentre as mais conhecidas, podemos citar as superdxido dismutases (SOD, EC 1.15.1.1), que atuam
na remoc¢do do radical anion superdxido (O,7), além da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e glutationa

peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9), que atuam na remocdo de H,0,.

O estresse oxidativo é um mediador central na morte celular induzida por toxinas ambientais
(Franco et al., 2008). Além disso, o estresse oxidativo apresenta efeitos diversos sobre vias de
sinalizagdo celular, em particular as cascatas de sinalizagdo mediadas por proteinas quinases ativadas

por mitégenos (MAPK) (Torres e Forman, 2003; Blanc et al., 2003; Ueda et al., 2002). Altera¢Ges no
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estado redox das células podem resultar na ativacdo de cascatas de sinalizacdo proé-apoptéticas

(Schroeter et al., 2002; Davis et al., 2000, Owuor e Kong, 2002).

O estresse oxidativo induzido pelo Hg esta aparentemente relacionado com sua agdo direta
sobre tidis endégenos (Shanker et al., 2005) e também com o seu efeito sobre enzimas antioxidantes
(Farina et al., 2004). O Hg apresenta uma alta afinidade por grupos tidis (Hughes, 1957) e muitos
estudos mostram que o MeHg é capaz de reduzir os niveis intracelulares de GSH (Miura e Clarkson,
1993; Sarafian et al., 1994; Gatti et al., 2004) e de levar a um aumento na produg¢do de EROs (Ali et
al., 1992; Yee e Choi, 1996, Sanfeliu et al., 2003; Shanker et al., 2003). Uma vez na célula, o Hg liga-se
covalentemente aos grupos -SH de biomoléculas, entre elas a GSH, causando assim estresse
oxidativo (Franco et al., 2008). A diminuicdo dos niveis de GSH tem sido apontada como um
importante mecanismo envolvido na morte celular causada pela exposicdo a mercuriais (Kaur et al.,

2006).

Estudos tém demonstrado uma producdo excessiva de perdxido de hidrogénio (H,0,) apds a
exposicdo a mercuriais em tecidos renal (Lund et al., 1993) e cerebral (Franco et al.,, 2007),
evidenciando as propriedades pré-oxidantes do mercurio. O perdxido de hidrogénio é produzido
constantemente nas células dos organismos vivos (Sies, 1997). Apesar de esta molécula ser
considerada uma ERO com reatividade relativamente baixa, comparando com os radicais anion
superdxido (0,”) e radical hidroxila (OH’) (Halliwell e Gutteridge, 1999), altas concentragdes de H,0,
podem causar, de maneira direta ou indireta, dano oxidativo a biomoléculas fundamentais a funcao
celular (Mattson et al., 1998; Halliwell e Gutteridge, 1999). Entretanto, o H,0, ndo participa apenas
dos processos causadores de dano, mas também é um importante sinalizador celular. De fato,
estudos tém demonstrado a capacidade do H,0, em modular de maneira positiva ou negativa vias de
sinalizagdo “redox-sensiveis” (Rao e Berk, 1992; Sundaresan et al., 1995; Adachi et al., 2005; Pinton
et al., 2007). Além disso, é bem conhecido o papel do H,0, na morte celular apoptética dependente

das mitocondrias (Li et al., 2006; Hajnoczky e Hoek, 2007).
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A producdo de H,0,, bem como de outras espécies reativa de oxigénio, pode ocorrer de
diversas maneiras. No entanto, podemos citar a mitocondria como uma fonte geradora primaria de
espécies reativas. IniUmeras substancias sdo conhecidas por causarem inchago nas mitocéndrias, um
fenbmeno denominado de permeabilidade transitéria mitocondrial (mPT). Por exemplo, foi
demonstrado que o influxo de ions calcio é capaz de induzir mPT (Haworth e Hunter, 1979). Uma das
principais conseqléncias da indu¢do do mPT é a dissipa¢do do potencial de membrana mitocondrial
(Ayr), o que leva ao desacoplamento da produg¢do de ATP e aumento na produgdo de EROs
(Votyakova e Reynolds, 2005; Norenberg e Rao, 2007). A indugdo de mPT possui papel fundamental
na apoptose, pois com o inchago mitocondrial ocorre a liberacdo de fatores pré-apoptéticos no
citoplasma, iniciando assim uma série de eventos bioquimicos culminando na morte celular (Liu et
al.,, 1996; Jemmerson et al., 2005; Brustovetsky et al., 2005). A importancia da mitocéndria na
toxicidade induzida por MeHg tem sido demonstrada (Dreiem et al., 2005; Mori et al., 2007). O MeHg
pode ser acumulado no interior da mitocondria e causar a ruptura do Ay, (Insug et al., 1997;
Shenker et al., 1999; Araragi et al., 2003), iniciando entdo a ativacdo de cascatas de sinalizacdo pro-
apoptoéticas, desencadeando a neurotoxicidade (Nishioku et al., 2000; Dare et al., 2001). Baseando-se
nestas evidéncias, a mitocondria aparenta ser um alvo importante na toxicidade induzida por
mercurio entrelagando os mecanismos de acdo deletéria deste metal envolvendo a quebra na

homeostase do calcio e glutamato e a indugdo de estresse oxidativo.

1.5. O sistema antioxidante da glutationa

A glutationa (GSH), um tripeptideo formado pelos residuos gama-glutamil, cisteinil e glicina
(Figura 3), estd presente em todas as células animais e normalmente atinge concentragGes
milimolares. A GSH possui um importante papel no armazenamento e transporte de cisteina, além de
agir como uma molécula de defesa celular contra radicais livres, perdxidos e xenobidticos, atuando

também em conjunto com as enzimas glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase. Além destas
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funcbes, a GSH também participa da modulacdo da transducdo de sinal, regulacdo da proliferacao
celular, regulacdo da resposta imune (Sem et al., 1997), metabolismo de leucotrienos e

prostaglandinas (Hall, 1999), entre outras.

A concentracdo total de GSH no cérebro é de aproximadamente 2 mM, sendo que a maior
parte estd na forma reduzida (GSH) e apenas algo em torno de 1 % esta na forma oxidada (GSSG)
(Cooper et al., 1980). Em tecidos como o figado a razdo GSSG/GSH gira em torno de 1/100, porém no
cérebro, este valor diminui ainda mais. Em dados ndo publicados por nosso grupo de pesquisa,
encontramos uma razdo de aproximadamente 1/500. No sistema nervoso central, a GSH é liberada
dos astrdcitos por via de um mecanismo mediado por carreadores ou a partir de um compartimento
neuronal em resposta a um estimulo despolarizante. Além disso, a GSH é transportada do plasma
para o fluido cerebroespinhal via células epiteliais do plexo cordide, assim, a GSH além de sua funcao
antioxidante, também pode estar agindo como um neurotransmissor ou neuromodulador (Sagara et

al., 1996).
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Figura 3.
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Figura 3. Sintese de GSH. A glutationa é sintetizada em duas etapas consecutivas (Meister, 1974). A
y-glutamil cisteina sintetase ou glutamato cisteina ligase (EC 6.3.2.2) utiliza o glutamato e cisteina
como substrato formando o dipeptideo y-GluCys na qual se combina com a glicina numa reagdo
catalisada pela glutationa sintetase (EC 6.3.2.3) para a geracdo de GSH. Adenosina trifosfato (ATP) é
um co-substrato para ambas as enzimas. O nivel intracelular de GSH é regulado por retroalimentacao
negativa, sendo a atividade da y-glutamil cisteina sintetase inibida pelo seu produto final GSH
(Meister, 1974; Misra e Griffith, 1998). Assim, a sintese e o consumo de GSH sdo balanceados.
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Durante a detoxificagdo de EROs, a glutationa esta envolvida em dois processos basicos: (i)
GSH reage de forma nao-enzimatica com EROs e (ii) GSH atua como um doador de elétrons para

reduzir os perdxidos na reagdo catalisada pela GPx (Singh et al., 1996).

As células de mamiferos expressam cinco isoformas de GPx dependente de selénio: a GPx
citosdlica (GPx1), também encontrada nas mitocéndrias, a GPx gastrointestinal (GPx2), a GPx do
plasma (GPx3), GPx de membrana (GPx4), responsavel pela degradacdo de perdxidos fosfolipidicos e
em humanos, a GPx6 é expressa apenas no sistema olfatério (Brigellius-Flohé, 2006). A GPx1,
também denominada citosodlica ou GPx celular, é a isoforma mais predominante e é capaz de reduzir
H,0, e uma gama de perdxidos organicos, incluindo perdxidos de acidos graxos de cadeia longa
usando GSH como doador de elétrons (Arthur, 2000). Apesar de degradar uma ampla variedade de

perdxidos, a GPx1 é bastante especifica para a GSH como substrato redutor (Arthur, 2000).

Estudos em animais transgénicos trouxeram um grande avango no conhecimento sobre o
papel das GPx na func¢do celular. Foi demonstrado pelo uso de animais “knockout” que a GPx1
apresenta um importante papel protetor, sendo a falta desta enzima responsdvel por uma maior
suscetibilidade destes animais ao estresse oxidativo (Yoshida et al., 1997; Fu et al., 1999). Por outro
lado, foi demonstrado em modelos animais (Yoshida et al., 1996; Cheng et al., 1998; Baliga et al.,
2007) e de cultura de células (Kelner, 1995; Weiss et al., 2001) que a super-expressdo de GPx1 leva a
uma maior resisténcia frente a condicGes pro-oxidativas. Estudos com animais transgénicos e
estudos de privacao de selénio demonstraram que a GPx celular é indispensavel na protecao contra o
estresse oxidativo. No entanto, estudos demonstraram que animais com expressdao aumentada de
GPx1 desenvolveram obesidade e diabetes tipo 2 (McLung et al., 2004). Isto pode estar associado a
um bloqueio na inibicdo de proteinas tirosina fosfatases mediada por H,0,, importante na sinalizacdo
celular mediada por insulina. Além disso, a super-expressdo de GPx pode tornar mais rdpido o
crescimento de tumores (Lu et al., 1997; Li et al., 2000), possivelmente por abolir a indugao de
apoptose mediada por EROs, acelerando a proliferacdo destas células. Em conjunto, estes dados

apontam para a GPx celular como um real aparato antioxidante celular. A GPx atua em conjunto com
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a flavoenzima glutationa redutase (GR - EC 1.8.1.7), que converte a GSSG formada pela GPx na
reacdo de reducdo de perdxidos, utilizando nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
como equivalente redutor. A GR possui um papel fundamental na manutencdo dos niveis de GSH em
sua forma reduzida (Mize e Langdon, 1962). Este sistema cooperado entre GSH, GPx e GR é
considerado um sistema antioxidante primdrio no SNC (Dringen et al., 2000, 2005). Isto pode estar
relacionado ao fato de que o cérebro consome altas concentra¢Ges de O,, o que leva a uma elevada
producdo de ROS durante o metabolismo aerdbico. Desta forma, é imprescindivel o bom
funcionamento de um sistema antioxidante atuando na manutencdo dos niveis fisioldgicos de EROs
no SNC. A Figura 4 ilustra a acdo combinada do sistema antioxidante da GSH na reducao de perdxido

de hidrogénio originado a partir da atividade mitocondrial.
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Figura 4.
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Figura 4. O sistema antioxidante da GSH. A atividade mitocondrial normal resulta na producdo de
radical anion superdxido. Cerca de 1-2% do oxigénio molecular consumido no cérebro é
transformado em 0,7, que por sua vez é convertido em H,0, pela enzima antioxidante SOD
(Fridovich, 1995; Inoue et al., 2003). O sistema antioxidante da GSH atua de forma cooperativa na
remocdo do H,0,, através da reducdo desta molécula em H,0 utilizando os elétrons providos pela
GSH. A GSSG originada a partir desta reacao serd reduzida pela acdo da GR, que por sua vez necessita
dos equivalentes redutores do NADPH. Em uma extensdo deste processo cooperativo, podemos
ainda citar a atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49), que atua como
provedor de NADPH a partir da via metabdlica das pentoses-fosfato (Minich et al., 2003). Desta
forma, um desequilibrio na producdao de NADPH pode de forma indireta afetar a acdo do sistema
antioxidante da GSH.
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Uma reducdo na atividade GPx torna as células mais sensiveis ao estresse oxidativo. A GPx
pode ser inibida por uma variedade de agentes quimicos, como o éxido nitrico (Asahi et al., 1995),
homocisteina (Durmaz et al., 2007) e mercaptanas (Chaudiere et al., 1984). Particularmente, nosso
grupo de pesquisa tem documentado a inibicdo da atividade GPx por compostos de mercurio in vivo
(Carvalho et al., 2007; Stringari et al., 2008). Outros grupos também tém relatado a agado inibitéria do
Hg sobre esta enzima (Mori et al., 2007), no entanto, estudos detalhados sobre este fendmeno ainda
ndo foram conduzidos. Considerando que a GPx é uma enzima importante na maquinaria celular de
degradacdo de perdxidos e protecdo contra estresse oxidativo e que o Hg é conhecido por causar
uma aumento na producdo de perdxidos pelas células, nos interessamos em estudar o papel da GPx

na neurotoxicidade induzida por MeHg utilizando protocolos in vivo e in vitro.

1.6. A¢Ges protetoras de compostos naturais

Tendo em vista que a producao de H,0, representa um importante mecanismo de agdo
téxica do Hg, o estudo de compostos com ac¢do antioxidante, capazes de remover o perdxido
produzido pela exposicdo ao Hg, desta forma bloqueando os efeitos oxidativos deste metal,
representa um importante passo na busca de novas estratégias terapéuticas contra os efeitos toxicos

causados por mercuriais, podendo ser utilizadas em conjunto com as terapias existentes atualmente.

Estudos recentes tém demonstrado os efeitos protetores de plantas e seus compostos
isolados em diversas condicGes neuropatoldgicas (Scalbert e Williamson, 2000; Walle, 2004). Dietas
ricas em frutas e vegetais contribuem de forma positiva em doencas cardiovasculares e alguns tipos
de cancer. Particularmente, os flavondides apresentam efeito benéfico em uma ampla variedade de
doencas incluindo cancer, doencas cardiovasculares e desordens neurodegenerativas (Williams et al.,
2004). Os mecanismos precisos pelos quais os flavondides exercem seus efeitos bioldgicos ainda nao
estdo esclarecidos. Muitas das ag¢Oes bioldgicas dos flavondides tém sido atribuidas as suas

propriedades antioxidantes que potencialmente influenciam o estado redox intracelular (Rice-Evans
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et al., 1996). No entanto, estudos recentes tém especulado que a classica a¢do antioxidante destes
compostos ndo é a Unica explicacdo para os seus efeitos bioldgicos (Spencer et al., 2001; Schroeter et
al.,, 2001). A natureza antioxidante dos flavondides se da principalmente por caracteristicas em sua
estrutura quimica que atribuem a estes compostos uma importante capacidade redutora. Estas
caracteristicas podem ser mais bem visualizadas na Figura 5, onde o flavondide quercetina é
exemplificado. A presenga de um grupo catecol (anel-B dihidroxilado) torna o composto um potente
doador de hidrogénio (elétrons), o que é importante para a estabilizacdo de espécies reativas (Rice-
Evans et al., 1996; Bors e Michel, 1999; Bors et al., 2001). Outras caracteristicas importantes que
contribuem para a acdo antioxidante destes compostos sdo a presenca de uma insaturacao
conjugada com uma fungao 4-oxo no anel-C da molécula e a presenca de grupos funcionais capazes

de ligar metais como ferro e cobre (Rice-Evans et al., 1996).
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Figura 5.
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Figura 5. (A) Polygala paniculata (Polygalaceae), conhecida como barba-de-S3o-Jodo, barba-de-bode ou
vassourinha branca, é utilizada na medicina popular para o tratamento de algumas doencas por possuir
propriedades antiblenorragicas, purgativa, diurética, entre outras. Estudos farmacoldgicos com o extrato
desta planta mostraram atividade antifungica e moluscicida (Lorenzi e Matos, 2002). No presente
estudo, a planta total (exceto raizes) foi utilizada para a preparacdo do extrato hidroalcodlico. (B)
Estrutura do flavonédide quercetina mostrando caracteristicas importantes para sua acdo antioxidante. A
mais importante é a presenca de do grupo catecol ou anel-B dihidroxilado (sombreado em amarelo).
Outras caracteristicas importantes sdo a presenca de insaturacdo (sombreado em vermelho) e um grupo
funcional 4-oxo (sombreado em verde) no anel-C. A presenca de grupos hidroxila vicinais pode conferir a
abilidade em quelar metais (sombreado em azul) (Modificado de Williams et al.,, 2004).
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Os flavonodides podem exercer efeitos modulatérios nas células independentemente de suas agdes
antioxidantes, através de acdes especificas sobre diferentes componentes celulares incluindo
receptores de neurotransmissores (Medina et al.,, 1997; Dekermendjian et al., 1999) e proteinas
quinases como a fosfatidil inositol 3 quinase (Pi3K), Akt/PkB, proteinas quinase C (PkC), tirosina
quinases e proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPK), afetando assim sistemas de
transducdo de sinal (Schroeter et al., 2001; Kong et al., 2000; Vlahos et al., 1994; Agullo et al., 1997).
A acdo inibitdria ou ativadora dos flavondides pode apresentar inimeros efeitos na funcdo celular
(Figura 6). Por exemplo, uma acdo inibitéria sobre a sinalizacdo de ERK e Akt/PkB poderia
desencadear a morte neuronal, ja a inibicdo das vias de sinalizacdo moduladas por JNK podem

apresentar efeito neuroprotetor (Williams et al., 2004).

Figura 6.

Receptor de
Neurotransmissor

I 1

PKC Tirosina quinase Pl 3= quinase
| h |
MAPK
JNK p38 ERK1/2 Akt/PKB
Morte Neuronal Sobrevivéncia e plasticidade Neuronal

Figura 6. A acdo modulatéria dos flavondides sobre receptores de
neurotrasnmissores e vias de sinalizacdo celular pode culminar na morte neuronal
ou sobrevivéncia e plasticidade (modificado de Williams et al., 2004).
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Em estudo recente, o flavondide miricetina apresentou efeitos protetores contra insulto
oxidativo com 2-desoxi-d-ribose em linhagens de osteoblastos (Lee e Choi, 2008). Em outro estudo
realizado em ratos Wistar, o flavondide quercetina reverteu o dano induzido por cddmio, um metal
pesado (Vicente-Sanchez et al., 2008). Também foi observado o efeito protetor da quercetina e
canferol contra insultos excitotéxicos induzidos por cainato e N-metil-d-aspartato em tecidos
neuronais (Silva et al., 2008). Além disso, em estudo realizado em ratos Sprague Dawley foi
demonstrado o efeito protetor do flavondide lespeflan contra a toxicidade renal induzida por
mercurio (Nikolic e Sokolovic, 2004). Neste contexto, plantas do género Polygala (que possuem
flavondides em sua composicdo) tém sido investigadas devido ao seu potencial afeito neuroprotetor
em modelos de neurodegeneracgdo e excitotoxicidade (Lee et al., 2004; Park et al., 2006). Os efeitos
protetores de compostos naturais isolados de plantas tém sido atribuidos principalmente a suas
propriedades antioxidantes. Isto se deve ao fato de tais compostos apresentarem uma alta
capacidade redutora e também por seus efeitos moduladores em sistemas antioxidantes celulares

(Williams et al., 2004).

Considerando a importante participacdao de EROs na toxicidade induzida por mercuriais e a
conhecida capacidade antioxidante de compostos isolados de plantas, inclusive os flavondides, um
dos nossos objetivo foi investigar os possiveis efeitos neuroprotetores do extrato hidroalcodlico da
planta Polygala paniculata bem como de compostos isolados como a quercetina e outros flavondides

contra a toxicidade induzida por mercuriais em camundongos.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo podem ser separados em dois grandes focos: primeiramente,
buscamos contribuir com a literatura cientifica quanto aos mecanismos de neurotoxicidade induzida
por Hg, avaliando os efeitos da exposicao de camundongos a compostos organicos e inorganicos de
Hg sobre parametros relacionados ao estresse oxidativo, especificamente relacionados a alteracdes
no sistema antioxidante da glutationa. Para isto, utilizamos dois modelos de exposicao in vivo a
mercuriais: via lactacional e via oral. Também utilizamos dois modelos de estudo in vitro, usando
mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos e culturas de células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y.

Em um segundo momento, investigamos os possiveis efeitos neuroprotetores do extrato
hidroalcodlico da planta Polygala paniculata e de compostos isolados de plantas contra a
neurotoxicidade e o estresse oxidativo induzido por mercuriais em modelos de exposi¢do in vivo e in

vitro.
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2.1. Objetivos especificos

VI.

Avaliar os efeitos da exposicdo lactacional ao MeHg (forma organica de Hg) sobre
parametros relacionados ao sistema antioxidante da glutationa e atividade locomotora de
camundongos;

Avaliar os efeitos da exposicdao lactacional ao HgCl, (forma inorganica de Hg) sobre

parametros relacionados ao sistema antioxidante da glutationa, peroxidacdo lipidica e
atividade locomotora de camundongos;

Estudar o papel da enzima antioxidante glutationa peroxidase sobre a neurotoxicidade
induzida por MeHg em modelo de mitocOndrias isoladas do cérebro de camundongos e
culturas de células SH-SY5Y;

Avaliar os possiveis efeitos neuroprotetores do extrato de Polygala paniculata sobre as
alteragdes no sistema antioxidante da glutationa, estresse oxidativo e atividade locomotora
induzidos pela exposicdo ao MeHg em camundongos;

Estudar os possiveis efeitos protetores de compostos isolados de plantas do género Polygala
sobre a disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo induzidos por MeHg e HgCl, em modelo
de mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos;

Estudar os possiveis efeitos protetores de flavondides sobre a disfungcdo mitocondrial e
estresse oxidativo induzidos por MeHg em modelo de mitocOndrias isoladas do cérebro de

camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Cloreto de metilmercurio (ll), glutationa reduzida, b-nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato, 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoato, glutationa redutase de levedura, dcido mercaptosuccinico
(MS), 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosoureia (BCNU), anticorpo primdrio contra [-actina, terc-
butilhidroperéxido (TBOOH), xilenol orange, Triton X-100, glutationa oxidada (GSSG) foram
adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). O reagente Ampliflu Red™ foi adquirido da Fluka
(Steinheim, Suécia). Os reagentes para eletroforese foram obtidos da Bio-Rad Laboratories (Hercules,
CA, EUA). Marcadores de peso molecular, membranas de nitrocelulose (Hybond ECL), reagente para
qguimiluminescéncia amplificado (ECL-PLUS), anticorpo secundario conjugado a peroxidase foram
adquiridos de GE Health Care (Little Chalfont, Reino Unido). Anticorpo primario contra PARP foi
adquirido de Santa Cruz Biotechnologies (USA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau

analitico.

3.2. Animais

Camundongos Swiss (machos e fémeas) com aproximadamente 90 dias de idade foram
mantidos a temperatura de 22+2 °C em ciclo claro-escuro com intervalo de 12 horas e acesso livre a
agua e racgdo especial para roedores (Nuvital, PR, Brasil). Para os estudos de exposicdo lactacional, as
fémeas foram acasaladas e durante o periodo de gestacao, estas foram separadas em caixas plasticas

opacas, mantendo-se uma fémea por caixa.
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3.3. Tratamentos

Todos os procedimentos envolvendo animais utilizados neste estudo foram executados de
acordo com o “Guia de Principios para o uso de Animais em Toxicologia” adotado pela sociedade de
toxicologia em Julho de 1989. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica para o
uso de Animais — CEUA, da Universidade Federal de Santa Catarina (313/CEUA; 23080.026023/2004-

39/UFSC).

Exposicdo lactacional ao MeHg: No primeiro dia apds o parto (dia pds-natal 1), 14 fémeas
foram selecionadas e separadas em dois grupos (controle e MeHg), contendo 7 animais cada grupo.
Os filhotes (oito por ninhada) foram mantidos com suas maes, as quais foram imediatamente
expostas ao MeHg através da agua ingerida. As fémeas do grupo MeHg receberam uma solugdo de
MeHg (10 mg/L) diluida na dgua de beber. Esta solucdo de MeHg foi a Unica fonte de liquido que os
animais receberam. A dose de MeHg foi baseada em um trabalho previamente publicado por nosso
grupo de pesquisa (Farina et al.,, 2003). As mdes do grupo controle receberam agua potdvel a
vontade. A rota de exposi¢cdao ao MeHg dos filhotes foi exclusivamente através do leite materno. A

ingestao liquida e sdlida das fémeas foi monitorada diariamente.

Exposicdo lactacional ao mercurio inorgdnico: No primeiro dia apds o parto (dia pds-natal
1), 12 fémeas foram selecionadas e separadas em trés grupos (controle, Hg dose baixa (L) e Hg dose
alta (H), contendo 4 animais cada grupo. Os filhotes (oito por ninhada) foram mantidos com suas
maes, as quais foram imediatamente expostas ao HgCl, através de inje¢des intraperitoneais (i.p.). As
fémeas do grupo L e H receberam injecdes i.p. de HgCl, (0,5 e 1,5 mg/Kg, respectivamente), uma vez
por dia durante o periodo lactacional. As doses de Hg foram baseadas no estudo de Sundberg et al.

(1999). As femeas do grupo controle receberam injecdes i.p. de solucgdo fisiologica (NaCl 150 mM). A
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rota de exposicao ao HgCl, dos filhotes foi exclusivamente através do leite materno. A ingestao
liquida e sélida das fémeas foi monitorada diariamente.

Exposi¢cdo de animais adultos ao MeHg e extrato de Polygala paniculata: Camundongos
Swiss machos adultos foram separados em quatro grupos experimentais contendo sete animais em
cada grupo (Controle; MeHg; PE e MeHg+PE). O grupo controle recebeu agua ad libitum e uma
solucdo salina (150 mM NaCl) administrada por gavagem duas vezes por dia. Os grupos MeHg e
MeHg+PE foram tratados com MeHg (40 mg L") de acordo com trabalho previamente realizado por
nosso grupo de pesquisa (Farina et al., 2003). Os grupos PE e MeHg+PE receberam a solucdo de
extrato de Polygala paniculata (100 mg Kg') em solucdo salina (10 ml Kg™) por gavagem duas vezes

por dia. Os tratamentos foram realizados por duas semanas.

3.4. Preparagdo do extrato de planta e isolamento de compostos

A planta Polygala paniculata foi coletada no municipio de Rancho Queimado, SC e
classificada pelo Dr. Olavo de Araujo Guimardes (UFSC, Florianépolis, SC). A planta total (exceto
raizes) seca (500 g) foi homogeneizada em 50% etanol-agua (1:3) e mantida nesta solucdo a
temperatura ambiente (22 + 3° C) por 14 dias. O extrato foi dissolvido em solugdo salina para a
concentracdo desejada logo antes dos experimentos. Estudos fitoquimicos realizados por nosso
grupo de pesquisa com o extrato de Polygala paniculata (PE) demonstraram a presenga de diversas
classes de constituintes. Dentre os compostos identificados, foram encontrados xantonas,
flavondides e fitoesterdis (Cristiano et al., 2003). Os compostos isolados foram identificados pela

comparagdo de suas propriedades fisicas e espectrais (IV, 'H e *C RMN) com amostras autenticadas.
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3.5. Testes comportamentais

Apds o dia pés-natal 21, os camundongos jovens foram selecionados e submetidos a testes
comportamentais/funcionais que avaliam a atividade locomotora (campo aberto) e a coordenacgio
(rotarod). Os testes no campo aberto foram realizados em sala apropriada livre de interferéncias
como ruidos/barulhos e atividade humana. A atividade locomotora foi monitorada durante seis
minutos em uma caixa de campo aberto medindo 56 cm de comprimento por 42 cm de largura e 40
cm de altura. O assoalho da caixa foi dividido em 12 quadrantes. O niumero de quadrantes cruzados
com as quatro patas foi usado como valor absoluto para a andlise estatistica.

Apds o teste do campo aberto, os filhotes foram submetidos a tarefa do rotarod, que foi
baseado no estudo de Duhan e Miya (1957). Com pequenas modificagdes. O aparato consistiu de
uma barra com didametro de 2,5 cm, subdividida em quarto compartimentos separados por discos de
25 cm de didmetro. A rotacdo da barra foi a uma velocidade constante de 17 rotagGes por minuto e o
tempo (segundos) que o animal permanecia equilibrado sobre a barra foi registrado. Cada filhote foi
submetido a trés tentativas no aparelho e a média destas trés tentativas foi utilizada como valor

absoluto para a analise estatistica.

3.6. Preparacgdo de amostras de tecido cerebral

Apds os testes comportamentais, os animais foram sacrificados e os tecidos cerebrais
homogeneizados em tampado HEPES 25 mM pH 7,4. Em seguida os homogenatos foram centrifugados
a 20,000 g (4° C) por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado para as dosagens de
parametros bioquimicos. Os niveis de Hg foram dosados de acordo com o estudo de Moretto et al.

(2004).
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3.7. Preparacdes de fragées enriquecidas em mitocéndrias

O encéfalo (menos cerebelo e tronco cerebral) dos animais foi homogeneizado em 10
volumes de solucao de isolamento contendo HEPES 10 mM pH 7,0, manitol 220 mM, sacarose 68
mM, KCI 10 mM e albumina do soro bovino 1%. O homogenato foi centrifugado a 1000 g (4° C) por
10 minutos. O sobrenadante obtido foi novamente centrifugado a 17500 g (4° C) por 10 minutos,
resultando em um sobrenadante rico em mielina e um pellet (P2) enriquecido em mitocéndrias e
sinaptossomas. O sobrenadante foi descartado e o pellet resuspenso em tampao de isolamento,
porém sem albumina. As fracdes mitocondriais obtidas foram mantidas no gelo e utilizadas para os
experimentos entre 10-15 minutos apds sua preparacao.

Para os experimentos in vitro, o P2 (aproximadamente 2 mg/proteina) foi incubado com
concentragbes crescentes de MeHg ou HgCl, (0, 10, 30 e 100 uM) e/ou compostos naturais
(compostos isolados de Polygala e flavonéides) nas concentragdes de 0, 30 100 e 300 uM em meio
contendo 10 mM HEPES pH 7,0, 220 mM manitol, 68 mM sacarose, 10 mM KCI. As incubacdes
perduraram por 15 minutos para a detec¢do de ROS, 30 minutos para a determinagdo da viabilidade
mitocondrial e dosagem de GSH e 60 minutos para a dosagem de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e hidroperdéxidos. Experimentos em paralelo foram conduzidos na presenca de
catalase (200 U), TBOOH (100 uM), MS (300 pM), GSH (100 pM) ou GPx (5 U) + GSH 100 pM, com o
intuito de investigar possiveis mecanismos moleculares de neurotoxicidade. Para os experimentos
relatados no item 4.3 (Resultados) as fragGes mitocondriais ndo foram incubadas em condigées in
vitro com MeHg e sim, isoladas de animais previamente tratados por 21 dias com MeHg (40 mg/I na
agua de beber). Para estes experimentos, as amostras controle foram isolados de animais ndo

tratados com MeHg.

3.8. Cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
As linhagens de neuroblastoma humano SH-SY5Y (CRL-2266) foram obtidas da companhia

American Type Tissue Culture - ATTC (http://www.atcc.org). As células foram crescidas em garrafas

contendo meio DMEM suplementado com soro fetal bovino 10 %, L-glutamina 4 mmol/l e HEPES 15
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mmol/L ph 7,4. As células foram mantidas em atmosfera umedecida contendo CO, 5 % e
temperatura de 37° C em meio completo, que foi trocado a cada 3-4 dias. Em seguida as células
foram resuspensas e semeadas nas densidades de 4 x 10 células/poco (em placas de 96 pocos), 40 x
10* células/poco (em placas de 12 pocos) ou 80 x 10* células/poco (em placas de 6 pocos) e
cultivadas 48 horas até o inicio dos tratamentos. O meio completo foi trocado por meio sem soro 1,5
horas antes dos tratamentos. Apds este periodo as células foram expostas por 24 horas a
concentracdes de MeHg solubilizado em tampao fosfato-salina (PBS; 0.1 mM-150 mM) estéril. Os
compostos MS e BCNU (inibidores de GPx e GR, respectivamente) foram adicionados ao meio de
cultura onde as células foram mantidas 24 horas antes do tratamento com MeHg. Neste caso, as
células foram lavadas 5 vezes com PBS, coletadas e preparadas para as analises bioquimicas. As
concentracdes de MS (500 mM) e BCNU (10 mM) ndo afetaram a viabilidade celular (dados ndo

mostrados).

3.9. Viabilidade celular e fun¢do mitocondrial

A viabilidade das células SH-SY5Y foi determinada usando-se o kit de viabilidade celular
CellTiter-Blue®. O método usa o indicador resazurin para medir a capacidade metabdlica das células,
0 que estd correlacionado com a viabilidade celular. Células vidveis sdao capazes de reduzir o
resazurin em resorufin, um composto fluorescente. Células ndo viaveis possuem uma menor
capacidade em reduzir o indicador, produzindo menos sinal fluorescente. As células foram cultivadas
em placas de cultura de 96 pocos e submetidas aos diferentes tratamentos. Na seqliéncia, uma
aliquota de CellTiter-Blue® foi adicionada as células de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds
1 hora, a fluorescéncia foi registrada usando um leitor de placas (544nm¢,./590nme,).

A funcdo mitocondrial foi avaliada através do ensaio da reducdo do MTT, que é convertido a
um sal de formazan por enzimas desidrogenases mitocondriais, sendo esta reacdo uma medida da
capacidade metabdlica das fracdes mitocondriais. Quanto menor a capacidade metabdlica, menor

serd a viabilidade mitocondrial (Denizot et al., 1986).



34

3.10. Medida de marcadores pré-apoptdticos

Clivagem de PARP: apds os tratamentos, as amostras foram solubilizadas em tampdao Tris 50
mM pH 6.8 contendo SDS 2%, EDTA 2mM, DTT 1%, glicerol 10 mM. As proteinas foram separadas por
eletroforese em gel de SDS-polyaclilamida (SDS-PAGE) 10 % e eletro-transferidas para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram lavadas em tampd&o Tris-salina (TBST) pH 7,5 contendo Tris-HCl
100 mmol/l, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% e incubadas “overnight” (4° C) com anticorpo primario
para a proteina PARP-1 (Santa Cruz Biotech). Em seguida, as membranas foram lavadas com TBST e
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario especifico ligado a
peroxidase. Os imunoblots foram visualizados com o sistema de foto detecg¢do Fuji LAS 3000 usando-
se reagentes de quimiluminescéncia amplificada (ECL). A presengca de uma banda com peso
molecular aparente de 89 kDa, indicando a protedlise de PARP (117 kDa), foi considerada como
marcador de apoptose. Como controle positivo para clivagem de PARP utilizamos preparacGes de
células tratadas por 24 horas com estaurosporina 1 uM. Os controles de conteldo de proteina nos
imunoblots foram determinados pela analise do imunoconteudo da proteina B-actina.

Marcagdo de nucleos apoptdticos com iodeto de propideo: os nucleos apoptdticos foram
detectados de acordo com o método descrito por Nicoletti et al. (1991). Apds os tratamentos, as
células foram lavadas com PBS e coletadas em tubos de poli-estireno em centrifugadas a 200 g por
15 minutos. Em seguida, uma solugdo hipotonica (iodeto de propideo 50 pug/ml, citrato de sodio 0,1%
e Triton X-100 0,1%) foi adicionada ao pellet celular. Os tubos foram mantidos no escuro por 12
horas (4° C) previamente a analise por citometria de fluxo. A fluorescéncia dos nucleos individuais
marcados com iodeto de propideo foi registrada usando-se um escaner de citometro de fluxo
(Becton Dickinson, Mountain View, CA). Pelo menos 10* células foram analisadas em cada amostra.
Os nucleos apoptdticos apareceram como picos de DNA hipodipldide, que eram distintos dos picos
hiperdipléides dos nucleos das células controle. Como controle positivo para a deteccao de nucleos

apoptoticos utilizamos preparagdes de células tratadas por 24 horas com estaurosporina 1 uM.
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3.11. Determinagbes bioquimicas

A atividade das enzimas GR, GPx e CAT foram realizadas de acordo com os estudos de
Carlberg e Mannervick (1985), Wendel (1981) e Aebi (1984), respectivamente. Os niveis de GSH
foram medidos como tidis ndo protéicos baseando-se no estudo de Ellman (1959). A peroxidagdo
lipidica foi avaliada através da formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
conforme previamente descrito (Ohkawa et al.,, 1979). Para a deteccdo da producdo de
hidroperdxidos utilizamos o ensaio espectrofotométrico usando o reagente xylenol orange (560 nm)
descrito por Nourooz-Zadeh et al., (1994) e modificado por Franco et al. (2007). Para a detecgdo de
ROS, utilizamos a sonda 2’, 7’ diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) (Ali et al., 1992). Os niveis de
peréxido de hidrogénio foram determinados usando o reagente Ampliflu Red™ (Fluka), de acordo
com as instrugdes do fabricante. A concentracdo de proteinas foi dosada pelo método de Bradford

(1976) e também utilizando o kit BCA (Pierce), usando-se a albumina do soro bovino como padrio.

3.12. Andlise estatistica
Os resultados foram analisados através de analise de varidncia (ANOVA) de uma via ou duas
vias, dependendo da condi¢cdo experimental, seguido pelo teste de Duncan, quando apropriado.

Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Exposigdo lactacional ao MeHg

Apesar de os efeitos deletérios do MeHg ao cérebro jovem ser um fendmeno amplamente
conhecido, estudos relacionados aos efeitos da exposicdo lactacional a mercuriais sdo escassos.
Desta forma, objetivamos avaliar os efeitos do MeHg sobre o sistema antioxidante da GSH em
camundongos neonatos expostos a este mercurial organico exclusivamente através do leite materno.
Para este fim, desenvolvemos um protocolo de exposicdo onde fémeas selecionadas passaram a
ingerir uma solu¢do contendo MeHg (10 mg/L diluido na agua de beber) a partir do primeiro dia pds-
parto. Considerando que o MeHg pode ser excretado no leite materno (Manfroi et al., 2004; Franco
et al., 2006; Sundberg et al., 1998), a Unica fonte de exposicdo ao metal dos animais neonatos se deu
através da via lactacional. Os detalhes deste modelo de estudo foram descritos na secdo dos
materiais e métodos.

A ingestdo liquida e sélida das fémeas e da prole foi acompanhada durante o tratamento
com MeHg, no entanto ndo observamos alteragdes significativas no consumo de agua e alimento
pelos animais (Tabela 1). Apds o término do tratamento com MeHg, os niveis cerebelares de
mercurio foram dosados nas fémeas e na prole. Conforme demonstrado na Tabela 2, houve um
aumento de aproximadamente nove vezes no conteldo de mercurio no cerebelo das fémeas
tratadas com MeHg, comparando com o0s animais controle. Na prole, foi possivel observar um
aumento de 4,5 vezes em relagdo ao controle nos niveis de mercurio cerebelar dos animais lactantes
mantidos com as fémeas tratadas com MeHg. O nivel cerebelar de Hg dosados na prole das fémeas
tratadas com MeHg foi bastante similar aos niveis encontrados no cérebro de criangas que viveram
nas llhas Seychelles (Myers et al., 1995), demonstrando que o protocolo de exposicdo apresentado
possui significante relevancia em relagdo a exposi¢do humana ao Hg.

O conteudo de GSH foi significativamente maior no cerebelo das fémeas tratadas com MeHg

em comparacdo com os animais controle (Figura 7). Um efeito oposto foi observado na prole, sendo
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o conteldo de GSH cerebelar substancialmente reduzido nos filhotes expostos lactacionalmente ao
MeHg (Figura 7). A atividade da enzima GR foi aumentada no cerebelo das fémeas expostas ao
MeHg em relacdo aos animais controle (Figura 8). No entanto, a atividade desta enzima nao foi
alterada no cerebelo da prole exposta ao MeHg e controle (Figura 8). De forma interessante,
observamos uma correlagdo positiva (coeficiente de Pearson = 0,889; p<0.01) entre os niveis de GSH
e atividade GR no cerebelo das mdes tratadas com MeHg (Figura 9). A atividade da enzima
antioxidante GPx foi maior nas fémeas controle em relacdo a sua respectiva prole, no entanto, a
exposicdo ao MeHg ndo afetou a atividade GPx (Figura 10).

A prole exposta lactacionalmente ao MeHg demonstrou uma reduzida atividade locomotora
na tarefa do rotarod (Tabela 3). A atividade locomotora no campo aberto também foi reduzida, no

entanto, ndo obtivemos valores significativos (Tabela 3).
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Tabela 1.

Ingestdo liquida e sélida das fémeas durante o periodo do tratamento com MeHg (21 dias).

Ingestdo Liquida (ml/dia) Ingestdo Sélida (g/dia)
Controle (agua potavel) 32,7+1,7 19,5+1,2
MeHg (10 mg/L) 30,2+1,1 16,2+1,9

Dados sdo representados como média * erro padrido da média (n=7).

Tabela 2.

Niveis de mercurio no cerebelo de camundongos expostos ao MeHg.

Maes Filhotes
Controle (dgua potavel) 291,8 +69,3 88,1+7,4
MeHg (10 mg/L) 2602,0 + 135,1° 394,5+52,9°

Dois animais (filhotes) foram selecionados de cada ninhada (4 ou 5 por grupo) e as os valores médios
da concentracdo de mercurio foi usada para a andlise estatistica. O conteddo de mercurio foi

expresso em nanogramas/grama de tecido Umido e representado como média + erro padrio da média.
a . . .
estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05).

Tabela 3.

Perfil locomotor doa animais expostos lactacionalmente ao MeHg.

Rotarod (s) Campo aberto (quadrantes

cruzados)
Controle (dgua potavel) 43,0+3,8 32,9+10,1
MeHg (10 mg/L) 27,2 £3,2° 24,0+ 10,0

Os animais foram submetidos aos testes do rotarod e campo aberto para avaliacdo do desempenho
motor e atividade locomotora, respectivamente. Os dados sdo representados como média + erro
padrdo da média do tempo de permanéncia no aparelho (rotarod) em segundos e do nimero de quadrantes
cruzados com as quatro patas (campo aberto). ? estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05).
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Figura 7.
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Figura 7. Conteudo de glutationa no cerebelo de animais expostos ao MeHg por via oral (mdes) ou
lactacional (filhotes). Os dados sdo representados como média * erro padrido da média do conteldo de
tidis ndo protéicos (nmol/mg proteina). * diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos (efeitos da exposi¢do
ao MeHg). # diferenga estatistica (p<0,05) entre as maes controle e a prole controle. Maes (n=7 por grupo),
prole (n=7 por grupo; dois filhotes por ninhada).
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Figura 8. Atividade glutationa redutase (GR) no cerebelo de animais expostos ao MeHg por via oral
(mdes) ou lactacional (filhotes). Os dados sdo representados como média * erro padrdo da média da
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atividade enzimatica (mU/mg proteina). * diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos (efeitos da exposi¢do
ao MeHg). Mdes (n=7 por grupo), prole (n=7 por grupo; dois filhotes por ninhada).
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Figura 9.
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Figura 9. Correlagao entre o contetido de GSH e atividade glutationa redutase (GR) no cerebelo das
mades expostas ao MeHg. Os dados no grafico foram obtidos das Figuras 8 e 9. Coeficiente de
Pearson =0,889; p<0,001.
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Figura 10. Atividade glutationa peroxidase (GPx) no cerebelo de animais expostos ao MeHg por via
oral (maes) ou lactacional (filhotes). Os dados sdo representados como média + erro padrdo da média
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da atividade enzimatica (mU/mg proteina). # diferenca estatistica (p<0,05) entre as maes controle e a prole
controle. Maes (n=7 por grupo), prole (n=7 por grupo; dois filhotes por ninhada).
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4.2. Exposig¢do lactacional ao HgCl,

E conhecido que formas organicas e inorganicas podem ser excretadas no leite materno
(Manfroi et al., 2004; Franco et al., 2006; Sundberg et al., 1998). Também ¢é fato que o mercurio
inorganico atinge maiores concentra¢gdes no leite materno comparado ao mercurio organico
(Sundberg et al., 1998). Além disso, contrario ao observado para o MeHg, ndo existem estudos
relacionados aos efeitos da exposicdo lactacional ao HgCl, sobre o sistema nervoso central. Desta
forma, objetivamos avaliar os efeitos neurotdxico do HgCl, em camundongos neonatos expostos pela
via lactacional.

Apds o tratamento das fémeas com mercurio inorganico e a exposicao lactacional da prole a
este composto, ndo foi possivel observar altera¢des significativas no peso corporal e ingestao liquida
e sélida (Tabela 4). A atividade locomotora dos filhotes expostos ao HgCl, através do leite materno
foi significativamente diminuida como observado na Figura 11. O numero de quadrantes percorridos
pelos animais no campo aberto foi diminuido na prole cujas maes receberam a dose de 1,5 mg/Kg de
HgCl, (Figura 11A). De maneira similar, o desempenho motor dos animais na tarefa do rotarod foi
significativamente reduzido na prole exposta a dose mais alta de mercurio (Figura 11B).

Os niveis de GSH e a atividade GPx ndo foram alterados no cerebelo dos filhotes expostos ao
mercurio inorganico (Figura 12A e 12D). Entretanto, foi possivel observar um aumento significativo
nos niveis de TBARS nos animais expostos a dose mais elevada de mercurio (Figura 12B). Além disso,
a atividade GR foi significativamente aumentada nos filhotes cujas maes foram tratadas com 0,5 e
1,5 mg/Kg de HgCl, (Figura 12C). N3do foram observadas alteracbes significativas nos parametros
bioguimicos analisados no tecido cerebelar das fémeas expostas as concentragdes de 0,5 e 1,5 mg/Kg
de HgCl,, (Figura 13 A-D). Os niveis de mercurio total no tecido cerebelar dos filhotes expostos ao
mercurio inorganico através do leite materno nas doses de 0,5 e 1,5 mg/Kg de HgCl, foram 1,4+0,3 e

2,910,7 ppm, respectivamente.
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Um resumo das alteragdes motoras, mudancas relacionadas ao sistema antioxidante da GSH,

e niveis de mercurio cerebelar causadas pela exposi¢do lactacional ao mercurio organico e inorganico

sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 4:

Tabela 4. Peso corporal (maes e filhotes), ingestao liquida e sdlida (mdes) ao final do tratamento
com HgCl, por via intraperitoneal (maes) e lactacional (filhotes).

Peso corporal

Ingestdo liquida

Ingestdo solida

Grupos (g) (ml/dia) (g/dia)
Maes Filhotes Maes Filhotes
Controle 35,5+2,4 85+0,3 25,6+5,9 28,5+2,3
HgCl, 0.5 mg/Kg 36,0+2,1 8,9+0,3 25,3+6,1 27,6 +1,9
HgCl, 1.5 mg/Kg 32,5+3,3 5,1+0,1* 26,7+7,8 26,9+3,3

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Maes (n = 4 por grupo). Filhotes (n =
4 ninhadas por grupo; oito filhotes por ninhada). * p<0.05, diferente do grupo controle. O protocolo
de exposicdo ao mercurio usado neste estudo ndo causou mortalidade nos filhotes intoxicados pela

via lactacional.
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Figura 11. Atividade locomotora e desempenho motor de camundongos lactantes nos testes do
campo aberto e rotarod apds a exposicdo lactacional ao mercurio inorganico. Dois camundongos
lactantes foram escolhidos aleatoriamente de suas respectivas maes (4 maes por grupo = 8 filhotes por
grupo). No teste do campo aberto (A), o nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas foi
utilizado para medir a atividade locomotora. No teste do rotarod (B), cada filhote foi submetido ao
aparelho em trés diferentes ensaios e a média da laténcia de queda foi usada para a andlise estatistica.
O tempo mdaximo de permanéncia no aparelho foi de 60 segundos. A laténcia foi expressa em segundos.
* p<0,05 e ** p<0,01 (ANOVA de uma via).
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Figura 12.
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Figura 12. Niveis de GSH, atividade GR e GPx e peroxidagao lipidica no cerebelo dos filhotes
expostos ao mercurio inorganico por via lactacional. Conteddo de GSH (A), TBARS (B), atividade GR
(C) e GPx (D). Os dados foram expressos como nmol/mg proteina para GSH, nmol de
malondialdeido/mg proteina para TBARS e mU/mg proteina para as atividades GR e GPx (média +
erro padrao). * p<0.05 entre os grupos (ANOVA).
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Figura 13. Niveis de GSH, atividade GR e GPx e peroxidagdo lipidica no cerebelo das maes expostos
ao mercurio inorganico por via intraperitoneal. Conteldo de GSH (A), TBARS (B), atividade GR (C) e
GPx (D). Os dados foram expressos como nmol/mg proteina para GSH, nmol de malondialdeido/mg
proteina para TBARS e mU/mg proteina para as atividades GR e GPx (média + erro padrio).
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Tabela 5:

Efeitos da exposicdo lactacional ao MeHg e mercurio inorganico sobre parametros
comportamentais e parametros bioquimicos no cerebelo de camundongos lactantes.

Exposigao lactacional ao  Exposicdo lactacional ao

MeHg mercurio inorganico

Niveis cerebelares de Hg nr )
Atividade locomotora (campo aberto) N3o alterado * U
Desempenho motor (Rotarod) Y U

Niveis cerebelares de GSH y- N3do alterado
Atividade GR cerebelar N3o alterado ~ N
Atividade GPx cerebelar N3o alterado ~ Ndo alterado
Peroxidacao lipidica no cerebelo NA i

Niveis de perdxidos no cerebelo ] NA

Alguns dos dados relacionados a exposicdo lactacional ao MeHg foram baseados em trabalho previamente
publicado por nosso grupo (Manfroi et al., 2004*).

f: aumentado quando comparado aos controles;

U: diminuido quando comparado aos controles;

NA = ndo avaliado.
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4.3. A neurotoxicidade do MeHg estd associada a inibigdo da enzima antioxidante GPx

Considerando que, em estudos anteriores do nosso grupo, demonstrou-se que a exposicao
prolongada a doses elevadas de MeHg leva a uma diminui¢cdo da atividade GPx no cérebro de
camundongos, nosso objetivo com o seguinte estudo foi investigar o papel desta enzima na
neurotoxicidade induzida por MeHg. Para isto, utilizamos trés modelos distintos: (a) camundongos
machos adultos expostos a uma dose de 40 mg/L (diluido na 4gua de beber); (b) mitocéndrias
isoladas do cérebro de animais previamente expostos ao MeHg; (c) culturas de células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y expostas por 24 horas a diferentes concentragdes de MeHg.

O tratamento com MeHg por via oral (40 mg/L) por 21 dias causou uma diminui¢do
significativa na atividade GPx do cérebro (encéfalo + cerebelo) dos animais (Figura 14A). Este efeito
foi correlacionado com um observado aumento na protedlise da enzima poli(ADP) ribose polimerase
(PARP) no tecido cerebral dos animais (Figura 14B).

Nas mitocéndrias isoladas do cérebro de camundongos tratados com MeHg, foi observada
uma diminuicdo significativa na atividade GPx mitocondrial (Figura 15A). Este efeito foi
acompanhado por uma diminui¢cdo na viabilidade, medida através do ensaio da redugdo do MTT
(Figura 15B). A incubagdo de mitocondrias isoladas dos animais controle com mercaptosuccinato
(MS), um inibidor da GPx, causou uma pequena, porém significativa reducdo na viabilidade
mitocondrial (Figura 15B). A incubacdo de mitocondrias isoladas dos animais tratados com MeHg e
com o inibidor da GPx aumentou significativamente o efeito do MeHg sobre a viabilidade
mitocondrial (Figura 15B).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi monitorada com o uso do indicador
2’7'diclorofluoresceina diacetato, que ao reagir com EROs produz um composto fluorescente. A
producdo de EROs foi aumentada nas mitocondrias isoladas dos animais tratados com MeHg e
também dos animais controles, porém incubados com MS (Figura 15C). A incuba¢do das amostras
provenientes dos animais pré-tratados com MeHg com MS aumentou substancialmente a produgao

de EROs que obteve valores significativamente diferentes dos grupos controle e controle + MS
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(Figura 15C). De forma similar, a producdo de perdxidos totais (H,0, + perdxidos organicos) foi
significativamente aumentada nas amostras isoladas de animais tratados com MeHg e apods a
incubacdo das amostras controle com MS. Este efeito foi potencializado quando as mitocondrias
isoladas de animais tratados com MeHg foram incubadas por 60 minutos com MS (Figura 15D).

Tendo em vista o papel central da GPx na protegdo contra a peroxidacdo lipidica, as
mitocdndrias foram incubadas na presenga ou auséncia de MS e/ou TBOOH, sendo este ultimo um
peroxido organico degradado principalmente pela GPx. A incubacdo com MS, TBOOH ou a
combinacdo dos dois compostos causou um aumento significativo na peroxidacao lipidica, sendo que
a combinacdo de MS e TBOOH causaram um efeito superior aumentando os niveis de TBARS (Figura
15E). Este efeito foi exacerbado nas mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos expostos ao
MeHg (Figura 15E). A incubagdo das amostras com os antioxidantes GSH e catalase (CAT) bloqueou
parcialmente a peroxidacdo lipidica induzida por MeHg. Em contrapartida, a incubacdo das amostras
com GPx bloqueou completamente o aumento nos niveis de TBARS causado pela exposicdo ao MeHg
(Figura 15F).

A incubacdo de células SH-SY5Y com concentragdes crescentes de MeHg levou a uma
reducdo na atividade GPx destas células, conforme pode ser visualizado na Figura 16A. Esta queda na
atividade GPx obteve niveis estatisticamente significativos a partir de concentracGes equivalentes a
1uM de MeHg (Figura 16A). A incubagdo das células com MeHg 1uM levou a uma diminuigdo na
capacidade das células em degradar perdxido de hidrogénio adicionado exogenamente no meio de
cultura (Figura 16B). Este fendmeno foi acompanhado por uma elevada producdo de peréxidos totais
em células expostas ao MeHg 1uM (Figura 16C), indicando que a redugdo na atividade GPx induzida
pela exposicdo ao MeHg estd levando a uma queda na capacidade antioxidante e um aumento na
producdo de EROs.

O estresse oxidativo induzido por MeHg em células SH-SY5Y foi acompanhado por uma
diminuicdo significativa na viabilidade celular. Conforme demonstrado na Figura 16A, a incubacdo

das células por 24 horas com concentragbes crescentes de MeHg resultou em uma diminuicdo na
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viabilidade metabdlica destas células. Este fendbmeno foi dependente de concentracdo e atingiu
niveis estatisticamente significativos a partir de concentracdes de MeHg equivalentes a 0,5 uM
(Figura 17A). A incubagdo das células com MS exacerbou a queda na viabilidade celular induzida por
MeHg na concentragdo de 1 uM (Figura 17B). O mesmo ndo foi observado quando as células foram
incubadas com o inibidor da enzima antioxidante GR, BCNU, sendo que este composto ndo afetou o
efeito do MeHg 1 uM sobre a viabilidade celular (Figura 17C).

A exposicdo das células ao MeHg levou a um aumento na morte celular apoptética. Para
demonstrar este fenébmeno, utilizamos dois ensaios distintos como indicadores de apoptose:
Primeiro a marcacdo de nucleos apoptdticos com o uso do agente iodeto de propideo através de
citometria de fluxo; e segundo a partir da imunodeteccao de clivagem proteolitica da proteina PARP.
A incubacdo de células SH-SY5Y com MeHg causou um aumento no nimero de células apoptdticas de
maneira dependente de concentracdo (Figura 18A). Este efeito corrobora com o aumento
dependente de concentragao na clivagem de PARP, demonstrado na Figura 19A. A incubacdo das
células com MS potencializou o efeito do MeHg em aumentar o nimero de células apoptéticas
(Figura 16B). Isto foi confirmado pelo aumento na clivagem de PARP nas células incubadas com
MeHg e MS, em comparacdo com as células controle ou incubadas somente com MS ou MeHg
(Figura 19B). As alteragdes na viabilidade celular (Figura 17C), bem como na morte celular por
apoptose (dados ndo mostrados) induzida por MeHg em células SH-SY5Y, ndo foram alteradas pela

incubacdo com o inibidor da enzima antioxidante GR.
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Figura 14.
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Figura 14. Efeitos da exposicao oral ao MeHg sobre a atividade GPx a apoptose no cérebro de
camundongos adultos. Os animais foram tratados oralmente com MeHg (40 mg/L na dgua de beber)
por 21 dias. (A) Ao término do tratamento, a atividade GPx foi dosada no extrato citosélico do
cérebro dos animais. A atividade foi expressa como % do controle (dgua sem MeHg). Os dados sdao
expressos como média + erro padrdo (n=6). ** p<0,01. (B) As alteragdes pré-apoptéticas foram
medidas pela protedlise de poli(ADP-ribose) polimerase. A clivagem de PARP pode ser observada no
grupo tratado com MeHg. A imagem representa um imunoblot de dois experimentos independents (n
=4). B-actina foi utilizada como controle para os niveis de proteina.
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Figura 15. O MeHg induz estresse oxidativo em mitocondrias do cérebro de camundongos. Os animais foram
tratados por via oral com MeHg (40 mg/L na dgua de beber) por 21 dias e apds 24 horas do fim do
tratamento, fracGes enriquecidas em mitocondrias foram isoladas do cérebro destes animais. Amostras
controle foram preparadas a partir do cérebro de animais que receberam agua potavel (sem MeHg). Os
resultados sdao demonstrados em porcentagem do controle (considerado 100 %) e expressos como média +
erro padrdo da média (n=6). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Letras representam diferencgas significativas
(p<0,05) entre todos os grupos. (A) Atividade GPx mitocondrial. (B) viabilidade mitocondrial. (C) Produgao de
ROS. (D) formacdo de peroxidos totais. (E) (F) peroxidacdo lipidica (TBARS). MS — acido mercaptosuccinico
(inibidor da GPx); TBOOH — terc-butilhidroperdxido (100 pnM); GSH — glutationa (100 uM); CAT — catalase (200
U); GPx — glutationa peroxidase purificada (5 U + GSH 100 pM)
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Figura 16.
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Figura 16. Estresse oxidativo induzido por MeHg em células SH-SY5Y. As células foram incubadas
com concentragdes crescentes de MeHg por 24 horas. Dados sdo expressos como média + erro
padrdo da média (n=4). * p<0,05. (A) Efeito dependente de concentragdo do MeHg sobre a atividade
GPx de células SH-SY5Y (% controle). (B) taxa de degradagao de H,0, em células tratadas com MeHg 1
UM por 24 horas. (C) produgdo de perdxidos totais em células tratadas com MeHg 1 uM por 24 horas.
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Figura 17. Altera¢Oes na viabilidade celular apds o tratamento de células SH-SY5Y com MeHg por
24 horas. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (n=4). * p<0,05; ** p<0,01 em
relacdo ao grupo controle. Letras representam p<0,05 entre os grupos. (A) MeHg causa uma perda
de viabilidade celular dependente de concentracdo. (B) a inibicdo da GPx com MS aumenta o efeito
do MeHg 1 uM por 24 horas sobre a viabilidade celular. (C) a inibicdo da GR com BCNU ndo afeta o

efeito do MeHg 1 uM por 24 horas sobre a viabilidade celular.
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Figura 18. Apoptose induzida por MeHg em células SH-SY5Y. Apds a incubagdo das células com
MeHg por 24 horas, estas foram coletadas e processadas para analise de apoptose através de
citometria de fluxo usando a marcacdo de nucleos apoptéticos com iodeto de propideo. Dados
sdo expressos como média * erro padrdo da media (n=4). * p<0,05; ** p<0,01 em relacdo ao
controle. Letras representam p<0,05 entre os grupos. (A) MeHg causa um aumento dependente
de concentragdo no numero de células apoptéticas. (B) A inibicdo da GPx potencializou a inducdo
de apoptose causada por MeHg (1 uM) em células SH-SY5Y.
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Figura 19.
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Figura 19. Clivagem de PARP como marcador de apoptose induzida por MeHg em células SH-SY5Y.
Apds a incubacdo das células com MeHg por 24 horas, estas foram coletadas e processadas para
andlise de apoptose através de imuno-detec¢do da clivagem de PARP usando anticorpo primario
especifico. Imagens sdo representativas de imunoblots obtidos em 3 experimentos separados (n=6).
(A) MeHg causa um aumento dependente de concentracdo na clivagem de PARP. (B) A inibicdo da
GPx aumentou a indugdo de apoptose (clivagem de PARP) causada por MeHg (0,5 uM) em células
SH-SY5Y.
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4.4. Estudo dos efeitos protetores do extrato de Polygala em animais tratados por via oral com MeHg

O tratamento dos animais com MeHg causou uma reducdo significativa na atividade da
enzima antioxidante GPx (Tabela 6) no cértex cerebral e cerebelo. O tratamento com o extrato de
Polygala bloqueou parcialmente a inibicdo da GPx no cerebelo dos camundongos e preveniu
totalmente o efeito inibitdrio do MeHg sobre a GPx no cértex cerebral (Tabela 6). Em contrapartida,
observamos um aumento na atividade da enzima antioxidante GR nas duas estruturas cerebrais
estudadas (Tabela 6). Este efeito foi bloqueado pelo tratamento com extrato de Polygala no
cerebelo. Entretanto, houve um pequeno, porém significativo, aumento na atividade GR no cértex
cerebral apds o co-tratamento dos animais com MeHg (40 mg/L) e extrato de Polygala paniculata
(100 mg/Kg) (Tabela 6).

Este efeito foi acompanhado por um aumento significativo nos niveis de substancias reativa
ao acido tiobarbiturico (TBARS), um indice de peroxidacdo lipidica, no cortex cerebral e cerebelo
destes animais (Figura 20). A co-administracdo de extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata
preveniu a peroxidacao lipidica induzida pelo tratamento com MeHg a niveis do controle tanto no
cortex cerebral como no cerebelo (Figuras 20A e 20B). O tratamento dos animais com MeHg causou
uma reducdo significativa na atividade locomotora no aparelho rotarod (Tabela 7). Este fenémeno foi
bloqueado pela co-administracdo do extrato de Polygala (Tabela 7).

Com o objetivo de descartar um possivel efeito quelante do extrato de Polygala paniculata
sobre o MeHg, concentracdes conhecidas de GSH foram incubadas a temperatura ambiente na
presenca ou auséncia de MeHg e/ou extrato de Polygala. Considerando a forte afinidade do
mercurio por grupos tidis, caso o extrato de Polygala paniculata interagisse com o MeHg, isto
afetaria a deplecdo de GSH induzida por MeHg. No entanto, conforme demonstrado na Tabela 8, a
presenca de extrato de Polygala paniculata no meio de incubagdo ndo afetou a diminui¢cdo no
conteldo de GSH presente no tubo de ensaio, evidenciando que o extrato ndo apresenta efeito

quelante sobre o MeHg.
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Tabela 6.

Tabela 6. Efeitos do tratamento oral com MeHg e extrato de Polygala paniculata (PE) sobre a
atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase no cortex cerebral e cerebelo de

camundongos.

Atividade enzimatica Controle MeHg PE MeHg + PE
Glutationa Peroxidase
Cortex cerebral 23,5+1,3° 14,9+ 0,7° 24,7 +2,2° 22,6+0,9°
Cerebelo 31,0+2,6° 21,4+1,9° 27,8 +3,9*° 27,3+2,5%"
Glutationa Redutase
Cértex cerebral 33,5+1,4° 41,5 + 1,4 38,9 +3,5%° 46,0 £1,9°
Cerebelo 72,3+ 1,6° 99,8 +9,8" 83,1+4,1° 77,1+2,4°

Dados foram expressos como média * erro padrdo da média (n=7) da atividade enzimatica (mU/mg
proteina). Valores que ndo compartiiham a mesma letra foram considerados estatisticamente

diferentes (p<0.05).

Tabela 7.

Tabela 7. Efeitos do tratamento oral com MeHg e extrato de Polygala paniculata (PE) sobre o
desempenho motor dos animais no rotarod.

Tarefa Tempo no rotarod (s)

Controle MeHg PE MeHg + PE
Fase 1 51,1+5,4 60+0,0 55,8+4,1 53,4+4,3
Fase 2 60x0,0 32,3+8,0 60+0,0 50,0+6,7

Fase 1 e Fase 2 representa o desempenho dos animais no aparelho antes e depois do inicio dos
tratamentos, respectivamente. Dados foram expressos como médiaterro padrdo da média (n=7) do
tempo que os animais permaneceram no aparelho (segundos). O tempo maximo que os animais
foram submetidos ao rotarod foi de 60 segundos. * significativamente diferente do controle

(p<0.05).
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Tabela 8.

Tabela 8. Efeitos do extrato de Polygala paniculata (PE) sobre a oxida¢do de GSH induzida por
MeHg in vitro.

MeHg (nmol/ml) Sem PE Com PE
0 50,0 £3,0 49,6+3,5

10 43,6£5,.2 42,4423

25 27,8+29 26,8+2,9

50 0,38+0,3 0,50+0,1

100 0,34£0,5 0,25+0,2

Dados foram expressos como médiaterro padrdo da média (n=7) do conteudo de GSH (nmol)
remanescente. O extrato de Polygala paniculata foi adicionado a uma concentragao equivalente a 50
1M de MeHg. A andlise de variancia ndo indicou diferengas significativas entre as condi¢des com e
sem PE.
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Figura 20.
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Figura 20. Efeitos do tratamento por via oral com MeHg e extrato de Polygala paniculata sobre os
niveis de TBARS no cortex cerebral (A) e cerebelo de camundongos (B). Dados foram expressos
como média * erro padrdao da média (n=7). Valores que ndo compartilham a mesma letra foram
considerados estatisticamente diferentes (p<0,05).
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4.5. Efeito neuroprotetor de compostos isolados de Polygala sobre a disfuncdo mitocondrial e indugéo

de estresse oxidativo em prepara¢des cerebrais expostas a mercuriais

Considerando o observado efeito protetor do extrato contra os efeitos deletérios do MeHg
em camundongos, nesta etapa, objetivamos identificar possiveis componentes presentes no extrato
como os agentes responsaveis pelo observado efeito protetor do extrato. Desta forma, foram feitas
incubacbes de preparacées de cérebro de camundongos (fracdo rica em mitocéndrias) com MeHg ou
HgCl, na presenca ou auséncia de 3 diferentes compostos (7-preniloxi-6-metoxicumarina, 1,5-
dihidroxi-2,3-dimetoxixantona e quercetina) encontrados no extrato de Polygala. As estruturas
guimicas destes compostos sao apresentadas na Figura 21.

A incubacdo das fragGes ricas em mitocondrias (mitocondrias) com MeHg ou HgCl, causou
uma diminuicdo na viabilidade mitocondrial de maneira dependente de concentragdo (Figura 22A e
22B). Também foi possivel observar uma diminuicdo nos niveis de GSH apds a incubagdo com os
mercuriais (Figura 23A e 23B). Observamos uma correlagdo positiva entre a viabilidade mitocondrial
e os niveis de GSH para o MeHg (coeficiente de Pearson = 0,933, p<0,01) e HgCl, (coeficiente de
Pearson = 0,854, p<0,01).

A incubagdo das mitocondrias com quercetina (100 e 300 uM), um flavondide isolado do
extrato de Polygala, bloqueou a diminuicdo na viabilidade mitocondrial induzida pelo MeHg (Figura
24A). Os compostos 7-preniloxi-6-metoxicumarina e 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona nao foram
capazes de reverter o efeito dos mercuriais sobre a viabilidade mitocondrial (Figura 24B e 24C).
Resultados similares foram obtidos nas amostras incubadas com HgCl, (Figura 25). A incubac¢do das
mitocondrias com quercetina também bloqueou a oxidacdo de GSH induzida pelos mercuriais (Figura
26).

No estudo realizado por Lund e colaboradores (1993), foi demonstrado que a incubagdo de
mitocdndrias isoladas do rim de camundongos causa um aumento na producdo de H,0,, sendo este

agente apontado como um potencial causador da toxicidade induzida por mercurio naquele modelo
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de estudo. Considerando que nosso modelo de estudo também se baseou em preparacdes
mitocondriais, porém isoladas do cérebro de camundongos, a potencial participacdo do H,0, como
agente causador da toxicidade induzida pelos mercuriais em mitocondrias do cérebro de
camundongos foi hipotetizada. Para elucidar esta possibilidade, incubamos as mitocondrias com
mercuriais na presenca ou auséncia de catalase, uma enzima antioxidante envolvida exclusivamente
na degradacdo de H,0,. A presenca de catalase no meio de incubagdo preveniu totalmente a queda
na viabilidade induzida pelo MeHg e parcialmente a queda na viabilidade induzida pelo HgCl, (Figura
27). Para validar este dado, realizamos a dosagem dos niveis de perdxidos induzidos pela exposicao
de mitocOndrias aos mercuriais. A Figura 28A mostra um aumento significativo nos niveis de
peroxidos nas amostras incubadas com MeHg. A co-incubacdo com catalase diminuiu este efeito e a
co-incubagdo com quercetina, o Unico composto isolado do extrato de Polygala a apresentar efeito
protetor em nosso modelo de estudo, bloqueou completamente a produgdo de perdxidos induzida
pelo MeHg (Figura 28A). Resultados similares foram obtidos nas amostras incubadas com HgCl,
(Figura 28B). Estes dados confirmam a produgdo de H,0, como um importante mecanismo
envolvido na perda de viabilidade mitocondrial induzida pelo MeHg em preparagdes cerebrais.
Considerando que o H,0, consiste em um potente iniciador da cascata de oxida¢do-redugdo que
resulta na peroxidacdo de lipideos de membrana, efetuamos a dosagem dos niveis de TBARS, um
indice de peroxidagao lipidica. Conforme demonstrado na Figura 29A, a incubagdo das mitocéndrias
com MeHg causou um aumento significativo nos niveis de TBARS, sendo este efeito completamente
bloqueado pela co-incubacdo com catalase ou quercetina. Resultados similares foram observados
para o HgCl, (Figura 29B).

De maneira similar ao estudo previamente descrito, a incuba¢dao de concentra¢des de GSH
com quercetina ndo alterou o efeito do MeHg e HgCl, sobre a deple¢do do conteido de GSH

presente no tubo de ensaio (Tabela 9).
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Figura 22.
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Figura 22. Efeitos do tratamento in vitro com MeHg or HgCl, sobre a fun¢ao mitocondrial. FracGes
enriguecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com concentracdes
crescentes (0, 10, 30, 100 uM) de (A) MeHg ou (B) HgCl,. Apds esta incubagdo (30 minutos a temperatura
ambiente), a atividade mitocondrial foi determinada pelo método da reducdo do MTT (conforme descrito
em Materiais e Métodos). Dados sdo expressos como média + desvio padrdao da média (porcentagem do
controle) (n=4). * p<0,05 estatisticamente diferente do controle.
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Figura 23.
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Figura 23. Efeitos do tratamento in vitro MeHg or HgCl, sobre o contetido de GSH mitocondrial. FracGes
enriguecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com concentracées
crescentes (0, 10, 30, 100 uM) de (A) MeHg ou (B) HgCl,. Apds esta incubagdo (30 minutos a temperatura
ambiente), os niveis de GSH foram determinados usando o composto DTNB (conforme descrito em
Materiais e Métodos). Dados sdao expressos como média *+ desvio padrdao da média (porcentagem do

controle) (n=4). * p<0,05 estatisticamente diferente do controle. O conteldo de glutationa basal foi 1,0 +
0,04 nmol/mg proteina.
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Figura 24.
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Figura 24. Efeitos dos compostos isolados de Polygala sobre a disfungdo mitocondrial induzida pelo
tratamento in vitro MeHg. FracGes enriquecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos
foram incubadas com MeHg (30 uM) e/ou (A) quercetina, (B) 7-preniloxi-6-metoxicoumarina, ou (C) 1,5-
dihidroxi- 2,3-dimetoxi xantona (0, 100, e 300 uM). Apds a incubagdo (30 minutos a temperatura
ambiente), a atividade mitocondrial foi determinada pelo método da reducdo do MTT (conforme descrito
em Materiais e Métodos). Dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média (porcentagem do
controle) (n=4). * p<0,05 estatisticamente diferente do controle.
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Figura 25. Efeitos dos compostos isolados de Polygala sobre a disfungdo mitocondrial induzida pelo
tratamento in vitro HgCl,. Fragdes enriquecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram
incubadas com HgCl, (30 uM) e/ou (A) quercetina, (B) 7-preniloxi-6-metoxicoumarina, ou (C) 1,5-dihidroxi-
2,3-dimetoxi xantona (0, 100, e 300 uM). Apds a incubagdo (30 minutos a temperatura ambiente), a atividade
mitocondrial foi determinada pelo método da reducdo do MTT (conforme descrito em Materiais e Métodos).
Dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média (porcentagem do controle) (n=4). * p<0,05
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Figura 26. Efeitos da quercetina sobre a oxidagdo de GSH mitocondrial induzida pelo tratamento in vitro
com mercuriais. Fra¢Oes enriquecidas em mitocéndrias isoladas do cérebro de camundongos foram
incubadas com (A) MeHg ou (B) HgCl, (30 uM) e/ou quercetina (0, 100, e 300 uM). Apds a incubagdo (30
minutos a temperatura ambiente), os niveis de GSH foram determinados usando o composto DTNB
(conforme descrito em Materiais e Métodos). Dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média
(porcentagem do controle) (n=4). * p<0,05 estatisticamente diferente do controle. O conteudo de
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Figura 27.
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Figura 27. Efeitos da catalase sobre a disfungdo mitocondrial induzida pelo tratamento in vitro com
MeHg ou HgCl,. FracGes enriquecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram
incubadas com (A) MeHg ou (B) HgCl, (30 uM) e/ou catalase (200 U). Apds a incubac¢do (30 minutos a
temperatura ambiente), a atividade mitocondrial foi determinada pelo método da reducdo do MTT
(conforme descrito em Materiais e Métodos). Dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média
(porcentagem do controle) (n=4). * p<0,05 estatisticamente diferente entre os grupos que receberam
mercurio e mercurio+catalase. # p<0,05 estatisticamente diferente do controle (linha pontilhada — 100 %).
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Figura 28.
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Figura 28. Efeitos do tratamento in vitro com mercuriais sobre a producdo mitocondrial de
hidroperéxidos. Fragdes enriquecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram
incubadas com (A) MeHg ou (B) HgCl, (30 uM) e/ou catalase (200 U) e/ou quercetina (100 uM). Apds a
incubacdo (60 minutos a temperatura ambiente), os niveis de hidroperdxidos foram mensurados
conforme descrito nos Materiais e Métodos. Dados foram expressos como média * desvio padrdo da
média e representados em porcentagem do controle (linha pontilhada) (n=4). Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05). Os niveis basais de hidroperdxidos foram 0,14 + 0,021 nmol/mg proteina.
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Figura 29.
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Figura 29. Efeitos do tratamento in vitro com mercuriais sobre a peroxidagio lipidica mitocondrial.
FracGes enriquecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com (A)
MeHg ou (B) HgCl, (30 uM) e/ou catalase (200 U) e/ou quercetina (100 uM). Apds a incubagdo (60
minutos a temperatura ambiente), os niveis de TBARS foram mensurados conforme descrito nos Materiais
e Métodos. Dados foram expressos como média + desvio padrdao da média e representados em
porcentagem do controle (linha pontilhada) (n=4). Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05). Os niveis basais de TBARS foram 7,8 + 0,14 nmol MDA/mg proteina.
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Tabela 9.

Tabela 9. Efeitos da quercetina sobre a oxida¢ao de GSH induzida por mercuriais.

Glutationa reduzida remanescente

(nmol)
Sem quercetina Com quercetina

MeHg (nmol/ml)
0 100+ 3,9 96,8 +5,2
10 92,0+2,5 88,7+3,4
25 81,2+1,7 81,7+2,3
50 65,0 + 8,4 60,7 + 8,8
100 20,3+0,6 18,2427

HgCl, (nmol/ml)
0 98,9 + 4,0 97,1+2,2
10 87,7+4,4 87,3+6,5
25 62,1+2,0 57,2+5,2
50 185+24 16,9+2,1
100 1,3+0,1 1,5+0,3

MeHg ou HgCl2 (0, 10, 25, 50, and 100 uM) foram incubados com GSH (100 pM) na presenga ou auséncia
de quercetina 100 uM. Apods a incubagdo (30 minutos a temperatura ambiente), os niveis de GSH foram
determinados usando o composto DTNB (conforme descrito em Materiais e Métodos). Dados sdo
expressos como média + desvio padrdo da média (hmol de GSH remanescente no tubo de ensaio) (n=3). *
p<0,05 estatisticamente diferente do controle. O contetdo de glutationa basal foi 1,0 + 0,028 nmol/mg
proteina. A analise de variancia de duas vias (cinco doses de mercuriais vs quercetina) ndo demonstrou
interacGes significativas entre os mercuriais e quercetina sobre a oxida¢do de GSH. Desta forma, descarta-
se um possivel efeito quelante da quercetina sobre os mercuriais.
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4.6. Efeito protetor de flavondides sobre a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo induzido pelo
MeHg

O estudo previamente descrito demonstrou que, entre os compostos isolados do extrato de
Polygala, apenas o flavonéide quercetina apresentou efeito protetor contra a disfungdo mitocondrial
e estresse oxidativo induzidos por mercuriais (Franco et al., 2007). Desta forma, decidimos testar os
possiveis efeitos protetores de outros quatro flavondides isolados de plantas neste modelo de
estudo. Os flavondides estudados foram: miricetina, canferol, miricitrina e rutina. As estruturas
guimicas destes compostos sdo apresentadas na Figura 30.

A incubacdo das mitocondrias com MeHg na concentragio de 100 pM causou uma
diminuicdo significativa na viabilidade mitocondrial (Figura 31A). Este efeito foi concomitante com
uma queda nos niveis de GSH mitocondrial (Figura 31B). Os niveis de TBARS foram substancialmente
elevados apds a incubacdo das amostras por 60 minutos com MeHg (Figura 31C). Também
observamos um aumento na produgdo de EROs nas mitocéndrias expostas ao MeHg (Figura 31D).

A perda de viabilidade mitocondrial induzida por MeHg foi parcialmente prevenida pela
incubagdo com o flavondide miricetina na concentragdo de 30 uM. A protecdo foi completa nas
concentracbes de miricetina 100 e 300 uM (Figura 32A). O flavondide canferol protegeu
parcialmente contra a perda de viabilidade mitocondrial apenas nas concentragdes de 100 e 300 uM
(Figura 32B). A incubagdo com das amostras com o flavondide miricitrina bloqueou parcialmente a
disfungdo mitocondrial em todas as concentragdes testadas (Figura 32C). O flavondide rutina nao foi
capaz de bloquear o efeito do MeHg sobre a viabilidade mitocondrial em nenhuma das doses
utilizadas (Figura 32D).

A acdo antioxidante dos flavondides é demonstrada na Figura 33. O flavondide miricetina
bloqueou parcialmente a producdo de EROs em mitocondrias incubadas com MeHg na concentracao
de 30 uM e totalmente nas doses de 100 e 300 uM (Figura 33A). O flavondide canferol bloqueou a

inducdo de EROs por MeHg de forma parcial na concentragdo de 100 uM e total em 300 uM (Figura
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33B). Um efeito similar ao observado para o composto canferol foi notado para o flavondide
miricitrina (Figura 33C). O flavonéide rutina bloqueou a producdo de EROs mitocondrial induzida por
MeHg apenas parcialmente nas concentragées de 100 e 300 uM (Figura 33D).

A peroxidacdo lipidica induzida por MeHg foi bloqueada de forma parcial apds a incubacdo
com miricetina 100 uM e total em 300 uM (Figura 34A). Os flavondides canferol e miricitrina
protegeram apenas parcialmente contra a peroxidagao lipidica induzida por MeHg na maior dose
testada (Figura 34B e 34C). O flavondide rutina ndo apresentou efeito protetor contra a indugdo de
TBARS (Figura 34D).

Apenas o flavonéide miricetina preveniu parcialmente a oxida¢cdo de GSH induzida por MeHg
em nosso modelo de estudo (Figura 35A).

As concentracdes ECs, para os flavondides testados neste estudo sdo demonstradas na
Tabela 10. A ordem de poténcia dos flavondides em bloquear os efeitos deletérios induzidos por

MeHg em nosso modelo de estudo foi: miricetina>canferol>miricitrina>rutina.
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Figura 30. Estrutura quimica dos flavondides (A) miricetina, (B) canferol, (C) miricitrina, (D) rutina.
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Figura 31.
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Figura 31. Efeitos do MeHg sobre a atividade mitocondrial e marcadores de estresse oxidativo. Fracdes
enriquecidas em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com MeHg (100
1M) e em seguida foram avaliados (A) a atividade mitocondrial, (B) os niveis de GSH, (C) a produgdo de
EROs e (D) a peroxidagdo lipidica. Dados foram expressos como média + erro padrdo da média e
representados em porcentagem do controle (n=6). * indica diferenca significativa (p<0,05) em relagao ao
controle.
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Figura 32.
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Figura 32. Efeitos de flavondides sobre a disfungao mitocondrial induzida por MeHg. Fracdes enriquecidas
em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com MeHg (100 uM) e (A) miricetina,
(B) canferol, (C) miricitrina, (D) rutina (30, 100 e 300 uM). Apds a incubagdo (30 minutos a temperatura
ambiente), a atividade mitocondrial foi determinada pelo método da reducdo do MTT (conforme descrito em
Materiais e Métodos). Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (porcentagem do controle)

(n=6). * p<0,05 estatisticamente diferente do grupo controle. # p<0,05 estatisticamente diferente do grupo
MeHg.
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Figura 33.
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Figura 33. Efeitos de flavonodides sobre a produgdao de ROS induzida por MeHg. Fragdes enriquecidas em
mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com MeHg (100 uM) e (A)
miricetina, (B) canferol, (C) miricitrina, (D) rutina (30, 100 e 300 uM). As amostras foram incubadas com o
composto DCFDA, que ao reagir com EROs, forma um produto fluorescente que foi acompanhado
fluorimetricamente durante 15 minutos a temperatura ambiente. Dados sdo expressos como média + erro
padrdo da média (porcentagem do controle) (n=6). * p<0,05 estatisticamente diferente do grupo controle.
# p<0,05 estatisticamente diferente do grupo MeHg.
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Figura 34. Efeitos de flavondides sobre a peroxidacao lipidica induzida por MeHg. Fra¢des enriquecidas
em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com MeHg (100 uM) e (A)
miricetina, (B) canferol, (C) miricitrina, (D) rutina (30, 100 e 300 uM). Apds a incubagdo (60 minutos a
temperatura ambiente), a produgao de TBARS foi usada como indice de peroxidacdo lipidica (conforme
descrito em Materiais e Métodos). Dados s3o expressos como média = desvio padrdo da média
(porcentagem do controle) (n=6). * p<0,05 estatisticamente diferente do grupo controle. # p<0,05
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Figura 35.
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Figura 35. Efeitos de flavondides sobre a oxidagdo de GSH induzida por MeHg. FracGes enriquecidas em
mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos foram incubadas com MeHg (100 uM) e (A)
miricetina, (B) canferol, (C) miricitrina, (D) rutina (30, 100 e 300 uM). Apds a incubag¢do (30 minutos a
temperatura ambiente), os niveis de GSH foram determinados usando o composto DTNB (conforme
descrito em Materiais e Métodos). Dados sdao expressos como média * desvio padrdo da média
(porcentagem do controle) (n=6) * p<0,05 estatisticamente diferente do grupo controle. # p<0,05

estatisticamente diferente do grupo MeHg.
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Tabela 10.

Tabela 10. Concentragdes ECs, dos flavondides na reversdo dos efeitos do MeHg sobre a viabilidade
mitocondrial, producao de EROs e peroxidagao lipidica.

EC50 (mM)
Flavondide Redugdo do MTT Produgdo de Per?x,' d.agao
EROs Lipidica
Miricetina 0,0562 0,0278 0,0810
Canferol 0,1167 0,0406 0,1626
Miricitrina 0,2707 0,0946 0,2976
Rutina -—- 0,2175 0,4514

Os dados foram obtidos através de analise de regressao ndo linear usando o software GraphPad Prism 5.
A ordem de poténcia dos flavondides estudados em reverter os efeitos do MeHg foi:
miricetina>canferol>miricitrina>rutina.
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5. DISCUSSAO
5.1. Exposigdo lactacional ao MeHg

Varios estudos mostram que a exposicdo pré e pods-natal ao MeHg podem provocar
mudang¢as comportamentais em camundongos (Goulet et al. 2003, Kim et al., 2000) e ratos
(Sakamoto et al., 2002a). Além disso, a ocorréncia de déficits neuroldgicos em criangas cujas maes
foram expostas a MeHg durante o periodo gestacional tem sido documentada (Aschner et al. 2000;
Harada, 1995; Grandjean et al., 1997; Weihe et al. 2002). No entanto, estudos sobre a exposicao
lactacional ao MeHg sdo escassos, 0 que aponta a exposicdo trans-placentaria como a principal causa
de neurotoxicidade na prole exposta ao MeHg. Neste contexto, um estudo comparativo sobre o
acidente ocorrido no Iraque demonstrou que a exposicdo pré-natal ao MeHg em humanos é mais
téxica do que a exposicdo durante o periodo de lactagdo (Amin-Zaki et al., 1976). Além disso,
Grandejean et al. (1995) relataram que a exposicdo ao MeHg através do leite humano ndo causa
efeitos adversos no desenvolvimento de lactantes, e o estudo de Sakamoto et al., (2002b) relatou um
declinio no risco de exposicao ao MeHg em jovens durante o periodo de lactacdo, comparado ao
periodo gestacional. Estes mesmo pesquisadores (Sakamoto et al., 2002a) mostraram uma redugao
gradual nos niveis de mercurio no sangue e cérebro de ratos neonatos apds o nascimento, mesmo
guando a exposicdo das maes ao MeHg foi mantida. Os resultados do nosso estudo indicaram um
aumento nos niveis de mercurio no cerebelo (Tabela 2) e a presenca de efeitos neurotdxicos
(alteracGes bioquimicas e comportamentais) em camundongos lactantes como conseqiéncia da
exposicao ao MeHg dada de forma exclusiva através da lactacao.

Do ponto de vista toxicoldgico, estes resultados representam uma descoberta importante
devido ao fato de demonstrarem que a exposicdo de maes ao MeHg durante o periodo lactacional
pode causar efeitos neurotdxicos na prole, sem a necessidade de uma intoxicagdo prévia in utero. E
importante ressaltar que este achado ndo estd em desacordo com os estudos previamente relatados.
De fato, embora Sakamoto et al. (2002b) encontraram que o risco de transferéncia do MeHg para a

prole é especialmente alta durante a gestacdo e que pode diminuir durante a lactacdo, a
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contribuicdo exclusiva da exposicdo lactacional ao MeHg ndo foi investigada naquele estudo. Em
contrapartida, é notavel que os niveis de Hg no cerebelo das fémeas encontrado em nosso estudo
foram bastante similar ao achados no cérebro das maes no estudo de Sakamoto et al. (2002a). Além
disso, naquele estudo foi encontrado um déficit significativo na coordenagdao motora da prole
exposta ao MeHg (Sakamoto et al., 2002a). Assim, baseando-se em estudos prévios em humanos
(Grandjean et al., 1995; Sakamoto et al., 2002b), ratos (Sakamoto et al., 2002a) e em nosso estudo
em camundongos, torna-se possivel inferir que a exposicao in tutero ao MeHg é mais perigosa para a
prole do que a exposicdo lactacional. Entretanto, a exposicdo lactacional a este metal pode causar
neurotoxicidade na prole e ser uma forma importante de intoxicacao.

E conhecido que mercuriais sdo capazes de interagir e causar a oxidacdo de grupos sulfidrila
presentes em biomoléculas e que este efeito estd fortemente relacionado com as a¢des neurotdxicas
destes compostos de mercurio (Aschner e Clarkson, 1988; Shanker et al., 2004; James et al., 2005).
No entanto, até onde sabemos, ndo existem estudos sobre as possiveis relacbes entre o perfil
ontogenético, a neurotoxicidade do MeHg e o status tidlico intracelular. Uma importante descoberta
do nosso estudo foi que a diminuicdo de GSH cerebelar induzida por MeHg foi dependente do
periodo ontogenético (comparando os animais adultos com os filhotes lactantes; Figura 7). Os efeitos
pro-oxidativos do MeHg sobre os tidis cerebelares foram observados apenas nos filhotes expostos
lactacionalmente e ndo em suas respectivas maes expostas diretamente ao MeHg. A causa pela qual
os filhotes apresentam uma resposta neuropatoldgica diferente e uma maior suscetibilidade ao
MeHg em relagdo aos adultos ainda é desconhecida (Castoldi et al., 2003). Neste contexto, um
estudo realizado por Ballatori e Clarkson (1982) mostrou que o tempo de meia vida mais prolongado
do MeHg em roedores neonatos é explicada por uma incapacidade do figado neonatal em secretar a
toxina na bile, o que em adultos representa a principal via de eliminagao. Esta habilidade em secretar
mercurio na bile parece estar completamente desenvolvida a partir da 2-4 semanas de idade e é
correlacionada com o aumento na habilidade do figado em desenvolvimento em secretar GSH na bile

(Ballatori e Clarkson, 1982). Porém, nossos dados demonstraram que os niveis de MeHg no cerebelo



85

da maes foi maior que o encontrado em suas respectivas proles. Desta forma, poder-se-ia concluir
que a elevada susceptibilidade dos filhotes aos efeitos neurotdxicos do MeHg ndo esta diretamente
relacionado a um alto contetddo de Hg no cerebelo como resultado de uma incapacidade em secretar
a toxina.

A glutationa redutase (GR) é uma importante enzima envolvida na redugdo de glutationa
oxidada (GSSG) para sua forma reduzida, GSH, usando nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
como equivalente redutor (Gul et al., 2000). No presente estudo demonstramos que a exposi¢ao ao
MeHg causou um aumento na atividade GR no cerebelo das maes, porém ndo em suas respectivas
proles (Figura 8). De acordo com estes dados, evidéncias demonstram que o mercurio é capaz de
aumentar a atividade GR sob condi¢Ges in vivo (Lash e Zalups, 1996; Farina et al., 2005a). Em outro
estudo foi demonstrado que baixas concentracées de MeHg causaram um aumento na concentragao
de GSH em astrécitos co-cultivados com neurdnios (Morken et al., 2005). O observado aumento na
atividade GR no cerebelo das mdes pode estar relacionada, ao menos em parte, aos efeitos
oxidativos do MeHg diretamente sobre a GSH enddgena. Este fendmeno pode ser interpretado como
uma resposta protetora compensatdria para preservar os niveis intracelulares de GSH em sua forma
reduzida. A significativa correlacdo positiva entre a atividade GR e os niveis de GSH cerebelares nas
fémeas reforca esta hipdtese (Figura 9). E notdvel que apenas as mies, expostas ao MeHg,
apresentaram esta resposta compensatdria na atividade GR cerebelar. A auséncia deste mecanismo
nos filhotes estd provavelmente relacionada a uma incapacidade do sistema imaturo em responder
contra uma condigdo pré-oxidativa.

A glutationa peroxidase (GPx) pertence a uma classe de enzimas que catalisam a reducdo de
hidroperodxidos através da oxidacdo de GSH e sua principal fungdo esta relacionada a protecdo contra
os efeitos danosos destas moléculas formadas endégenamente (Flohe, 1971). Particularmente, os
efeitos pré-oxidantes do MeHg podem estar relacionados, ao menos em parte, a habilidade deste
toxicante em inibir a atividade GPx (Farina et al., 2004, 2005a; Manfroi et al., 2004). No presente

estudo, o MeHg causou uma pequena porém nao significativa diminui¢cdo na atividade GPx das maes
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(Figura 10). Em um estudo similar, nosso grupo demonstrou uma redugédo significativa na atividade
GPx cerebelar em camundongos adultos tratados com MeHg (Farina 2005a). No entanto, naquele
estudo, utilizamos uma dose mais elevada de MeHg do que a administrada no presente estudo.

Existem evidéncias de que células cerebelares sdo alvos seletivos de compostos de mercurio
in vivo (Sanfeliu et al., 2003) e que a neurotoxicidade do MeHg afeta o sistema motor (Grandjean et
al., 1997). A relagdo entre os déficits motores e o dano cerebelar induzidos por MeHg sao fen6menos
bastante relatados (Sakamoto et al., 1993). Neste contexto, estudos do nosso grupo relatam que
animais expostos ao MeHg durante a idade adulta (Dietrich et al., 2005; Farina et al., 2005b) e
durante o periodo pés-natal (Manfroi et al., 2004) apresentam problemas locomotores. Neste estudo
observamos que a exposicdo lactacional ao MeHg afetou o desempenho locomotor dos filhotes
(Tabela 3). Baseando-se em dados na literatura relacionados aos niveis cerebelares de GSH em
filhotes expostos ao MeHg, podemos propor que os efeitos deletérios do MeHg sobre o desempenho
motor observados nos filhotes expostos lactacionalmente ao MeHg estdo relacionados, ao menos em
parte, aos efeitos pré-oxidativos do MeHg no cerebelo.

Em conclusdo, nossos dados indicam que e exposicdo de camundongos lactantes ao MeHg
causa importantes déficits motores na prole, um efeito que pode estar relacionado ao estado tidlico
cerebelar. Além disso, o aumento nos niveis de GSH e atividade GR observado apenas no cerebelo
das mdes expostas ao MeHg podem representar uma resposta patofisioldgica compensatdria aos
efeitos do MeHg sobre os tidis enddgenos. O fato de os filhotes serem incapazes de efetivar este tipo
de resposta, provavelmente devido a uma imaturidade do sistema nervoso central, resultou em uma

maior sensibilidade aos efeitos deletérios do MeHg sobre estado tidlico cerebelar.
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5.2. Exposig¢do lactacional ao HgCl,

No item anterior, demonstramos que a exposi¢ao lactacional de camundongos neonatos ao
MeHg, uma forma organica de mercurio, foi capaz de induzir déficits motores acompanhados por
alteragOes no estado tidlico cerebelar. No presente estudo evidenciamos que o HgCl,, uma forma
inorganica de mercurio considerada menos neurotdxica que os organomercuriais, foi capaz de
induzir sinais de neurotoxicidade em camundongos lactantes expostos pela via lactacional. Do ponto
de vista toxicoldgico, estes resultados representam uma importante descoberta, pois eles mostram,
pela primeira vez, que a exposicdo de mdes ao mercurio inorganico durante o periodo lactacional
pode causar efeitos neurotéxicos na prole. Levando em consideracdo que a exposicdo humana ao
mercurio inorganico é bastante comum, sendo freqlientemente relacionada a atividade industrial e
de mineracdo (Bluhm et al., 1992) e que ha evidencias de que o mercurio inorganico é mais
concentrado no leite materno do que as formas organicas deste metal (Sundberg et al., 1998), nossos
dados apontam a exposicdo lactacional ao mercurio inorgdnico como um importante fenémeno
toxicolégico.

Existem varios estudos indicando que a exposicdo perinatal a mercuriais organicos e
inorganicos causa alteracbes comportamentais em animais (Goulet et al., 2003; Kim et al., 2000;
Sakamoto et al.,, 2002; Szasz et al.,, 2002). Além disso, também s3o demonstrados déficits
neuroldgicos em criangas cujas mades foram expostas a mercurio organico durante o periodo
gestacional (Aschner et al., 1994; Harada, 1995; Grandjean et al.,, 1997; Weihe et al.,, 2002).
Entretanto, a maioria destes estudos esta relacionada a exposicdo trans-placentaria como a principal
causa de neurotoxicidade na prole exposta ao Hg. Neste contexto, o mercurio elementar e formas
organicas de Hg podem ser facilmente transferidos para o embrido ou feto através da placenta
(Yoshida, 2002). Inversamente, o mercurio inorganico ndo parece ser transferido para o feto através
da membrana placentdria. De fato, apds administragdo de doses elevadas de mercurio inorganico em
roedores no periodo gestacional, um significativo acimulo de mercurio foi observado na placenta, e

uma menor acumulacdo no feto, o que sugere que a membrana placentdria constitui uma barreira
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contra a penetragdo do mercurio inorganico no feto (Berlin e Ullberg, 1963, Yang et al., 1996). Por
outro lado, a transferéncia do mercurio através do aleitamento parece ser mais eficiente apds a
administracdo de mercurio inorganico do que apds a administracdo de compostos organicos de
mercurio (Sundberg et al., 1998). De acordo com o estudo de Sundberg e colaboradores (1998), a
transferéncia lactacional do mercurio em camundongos foi mais eficiente apds o tratamento com
mercurio inorganico do que com MeHg, atingindo um pico de concentragdo cinco vezes maior no
leite materno e plasma. Também foi observado neste estudo que a taxa de excrecao do Hg no leite
foi de 8% da dose administrada para o mercurio inorganico, comparando com os 4% observados para
o metilmercuario. Em conjunto, nossos dados e os relatos na literatura (Sundberg et al., 1998) tornam
relevante a exposicdo lactacional ao mercurio inorganico em termos de problemas de saude. No
entanto, é importante afirmar que as doses utilizadas em nosso estudo foram relativamente
elevadas e as doses equivalentes em seres humanos ainda tém de ser estabelecidas.

E bem conhecido que mercuriais organicos e inorganicos causam altera¢des
neurocomportamentais em animais e humanos, principalmente durante as fases iniciais do
desenvolvimento, levando a perda de fungBes cognitivas e motoras na infancia (Szasz et al., 2002;
Grandjean et al.,, 1997; Roegge et al.,, 2004). No estudo de Sanfeliu e colaboradores (2003), foi
demonstrado que células cerebelares sdo alvos seletivos o mercurio in vivo e a relagdo entre déficits
motores induzidos por Hg e o dano cerebelar induzido por este metal sdo fenébmenos bem descritos
(Sakamoto et al., 1993). No presente estudo nds observamos que a exposi¢do ao mercurio inorganico
exclusivamente pela via lactacional foi capaz de causar uma diminuicdo na locomocado e desempenho
motor de maneira dependente da dose. Estes animais também apresentaram uma elevada
peroxidacdo lipidica no tecido cerebelar, sugerindo que as propriedades pré-oxidativas do mercurio
poderiam ser responsdveis pelos seus efeitos neurocomportamentais. Além disso, é importante
salientar que estes animais apresentaram altos niveis de Hg no tecido cerebelar, confirmando a
transferéncia do mercurio inorganico através do leite materno. Entretanto, é importante ressaltar

gue a reducdo em torno de 40 % no peso corporal da prole, observada nos animais expostos a maior
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dose de Hg utilizada, pode significar um importante déficit no crescimento, o que poderia por si sé
afetar o comportamento motor.

A producdo excessiva de EROs e, subseqliente, estresse oxidativo constituem numa das
principais conseqiiéncias envolvidas na toxicidade de metais (Hansen et al., 2006). De forma notavel,
a glutationa e suas enzimas relacionadas, representam importantes aparatos de defesa celular para
combater o estresse oxidativo (Sies et al.,, 1999; Dringen et al., 2005). Particularmente, a
neurotoxicidade induzida por Hg estd, ao menos em parte, relacionada aos efeitos do Hg sobre o
sistema antioxidante da glutationa. Estudos do nosso grupo tém demonstrado que organomercuriais
diminuem os niveis de GSH e elevam os niveis de perdxidos e produtos finais da peroxidacao lipidica
no sistema nervoso central de roedores (Manfroi et al., 2004; Farina et al., 2005b). Além disso, a
exposicdo a organomercuriais altera a atividade de enzimas relacionadas a GSH no SNC de
camundongos, tais como a GPx e GR (Farina et al., 2005b, Stringari et al., 2006). No presente estudo,
a exposicdo lactacional de camundongos lactantes ao mercurio inorganico ndo afetou os niveis de
GSH no cerebelo. Entretanto, os niveis de TBARS cerebelares foram aumentados nestes animais,
apontando para a ocorréncia de dano oxidativo aos lipideos de membrana. Também observamos um
aumento na atividade GR em resposta ao mercurio inorganico, exposto através do leite materno.
Como ja mencionado anteriormente, a enzima GR é importante na manutencdo dos niveis de GSH
(Gul et al., 2000). O aumento na atividade GR durante a exposicdo a mercurio organico e inorganico
também foi demonstrada em estudos anteriores (Lash e Zalups, 1996, Farina et al., 2005b), e este
fendbmeno pode contribuir para a manutencao dos niveis de GSH em concentragdes fisioldgicas no
SNC, como demonstrado na Figura 11. E importante notar que no estudo anterior de nosso grupo,
mostramos que a exposicdo ao MeHg (Franco et al., 2006) causou um aumento na atividade GR no
cerebelo das maes, porém ndo nos filhotes, demonstrando que a capacidade da prole em responder
a toxicidade do mercurio varia de acordo com a forma quimica do metal. Em conjunto com dados da
literatura, nossos resultados apontam para a modulagdo da atividade GR como uma importante

resposta celular frente a toxicidade induzida por mercurio inorgéanico, favorecendo a manutencao de
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a homeostase do estado tiol e um ambiente celular reduzido, imprescindivel para a sobrevivéncia e
funcdo celular. Novos estudos sdo necessdrios para esclarecer as respostas contrastantes
relacionadas a atividade GR observadas apds a exposicdo as diferentes formas de mercdrio.

No presente estudo, ndo pudemos observar alteragGes neuroquimicas nos parametros
avaliados no cerebelo das fémeas injetadas com mercurio inorganico. Em contrapartida, a prole
exposta lactacionalmente a esta forma de mercirio apresentou sinais neuroquimicos e
comportamentais de neurotoxicidade. No estudo de Sundberg e colaboradores (1998), foi
demonstrado que o mercurio inorganico concentra-se de forma mais acentuada no leite materno do
gue o MeHg. Desta forma, uma maior carga de mercurio poderia estar sendo incorporada pela prole,
levando as observadas alteracdes comportamentais e bioquimicas. Devido ao fato de o SNC em
desenvolvimento ser mais suscetivel aos efeitos téxicos de metais e ao estresse oxidativo, a
exposicdo ao mercurio inorganico parece ser um importante topico concernente a neurotoxicologia
durante o periodo de aleitamento. A tabela 5 apresenta uma comparagdo entre os efeitos da
exposicao lactacional ao MeHg (Franco et al.,, 2006, Manfroi et al., 2004) e o HgCl,, em testes
comportamentais/funcionais e sobre os pardmetros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo
em camundongos lactantes. Podemos observar que as diferentes formas de mercurio causam alguns
efeitos distintos sobre os parametros avaliados. Estes dados nos levam a entender a exposicdo
lactacional a estas diferentes formas de mercuirio como eventos toxicoldgicos singulares e que
requerem intervencgdes especificas no que diz respeito a possiveis tratamentos.

Em conclusdo, os presentes resultados indicam que a exposicdo lactacional ao mercurio
inorgadnico é capaz de induzir altera¢Ges bioquimicas no cerebelo de animais lactantes, além de
déficits motores. Este fenbmeno aparenta estar relacionado as acGes pré-oxidativas do mercurio
inorgadnico e torna relevante a exposicdo lactacional a esta forma de mercurial em termos de

problemas de saude.
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5.3. A neurotoxicidade do MeHg estd associada a inibi¢cdo da enzima antioxidante GPx

Varios estudos mostram que o estresse oxidativo atua como um dos principais mecanismos
de toxicidade induzida por MeHg (Ou et al., 1999; Manfroi et al., 2004; Yin et al., 2007; Aschner et al.,
2007). Os mecanismos pelos quais o MeHg leva a indu¢do do estresse oxidativo envolvem uma
produgdo excessiva de EROs (Ali et al., 1992; Lund et al., 1993) e uma redugdo, nas defesas celulares
antioxidantes (Shanker et al., 2005; Kaur et al., 2006). Estudos anteriores do nosso grupo (Manfroi et
al., 2004; Carvalho et al., 2007; Stringari et al., 2008) e outros (Watanabe et al., 1999; Mori et al.,
2007) tém demonstrado que o MeHg é capaz de reduzir a atividade da enzima antioxidante
glutationa peroxidase (GPx) in vitro e in vivo. Entretanto, uma investigacdo detalhada sobre o papel
da GPx na neurotoxicidade causada pelo MeHg ndo esta disponivel. A exposicdao prolongada por via
oral de camundongos Swiss adultos a uma concentracdo de 40 mg/L de MeHg causou uma
diminuigdo significativa na atividade GPx no cérebro (em torno de 50 %). A vulnerabilidade das
células aos efeitos toxicos de compostos de mercurio depende de um sistema de defesa funcional
(Sarafian et al., 1996). Considerando o papel de EROs na toxicidade do MeHg (Ou et al., 1999), um
mal funcionamento do aparato celular de defesa antioxidante pode resultar em uma maior
suscetibilidade ao efeitos deletérios do MeHg. Uma atividade GPx reduzida prejudica os sistemas de
defesa celular contra uma gama de condi¢Bes pro-oxidativas e aumenta a formacdo de ROS e dano
oxidativo (Asahi et al., 1995; Cheng et al., 1999; Shin et al., 2008). Devido a conhecida capacidade do
MeHg em aumentar a producdo de EROs, incluindo peréxido de hidrogénio, a GPx pode atuar como
uma enzima central na protecao contra os efeitos adversos do H,0, induzido pelo MeHg. Além disso,
a inibicdo da GPx pode ser considerada um importante fator responsavel pelo aumento na produgéo
de H,0, promovido por mercurio.

Uma atividade GPx diminuida tem sido associada com apoptose em modelos de lesdo
isquémica (Crack et al., 2001) e diabetes (Wentzel et al., 2008) bem como em estudos de intoxica¢do
por metais (Quinteros et al., 2008). No nosso estudo, o tratamento de camundongos com MeHg na

agua de beber por 21 dias causou um aumento na clivagem de PARP, indicando que além da
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observada inibicdo da atividade GPx, o MeHg também causou apoptose no cérebro dos animais
tratados. A PARP é uma enzima responsavel pelo reparo de mutac¢des sofridas pelo DNA e sua
clivagem proteolitica leva a sua inativacdo, sendo considerado um importante passo na cascata de
morte celular apoptdtica (Soldani e Scovassi, 2002). Em estudos anteriores, pudemos demonstrar
que o regime de tratamento empregado no presente estudo é capaz de aumentar os niveis de
mercurio no cérebro e induzir déficits motores (Dietrich et al., 2005; Farina et al., 2005b; Carvalho et
al.,, 2007). Assim, os presentes resultados, em conjunto com dados previamente publicados por
nosso grupo, sugerem que os efeitos deletérios do MeHg podem estar relacionados ao aumento no
estresse oxidativo causado pela inibicdo da GPx e aumentada morte celular por apoptose no cérebro
dos animais tratados.

A mitocondria tem sido apontada como um importante alvo subcelular para os efeitos pro-
oxidativos do MeHg (Dreiem et al., 2005; Mori et al., 2007). A apoptose induzida por disturbios nas
mitocéndrias geralmente envolve alteragBes no potencial de membrana mitocondrial (Ay,,) e a
liberacdo de citocromo-C no citoplasma, seguido da ativacao de caspases (Kluck et al., 1997; Ghribi et
al., 2001). E conhecido que o mercurio acumula-se no interior das mitocondrias, onde pode afetar a
permeabilidade da membrana mitocondrial e causar uma redugdo no Ay, (Insug et al.,, 1997;
Shenker et al., 1999; Araragi et al., 2003). Conseqlientemente, muitos estudos tém sugerido que a
apoptose é um fendmeno critico envolvido na neurotoxicidade induzida por MeHg (Nishioku et al.,
2000; Dare et al., 2001).

Com o objetivo de avaliar o papel da GPx mitocondrial na disfungcdo mitocondrial induzida
por MeHg, utilizamos um modelo experimental em que mitocOndrias isoladas do cérebro de
camundongos previamente tratados com MeHg foram incubadas in vitro com o 4cido
mercaptosuccinico (MS), um inibidor da GPx, e/ou terc-butil hidroperdxido (TBOOH), um perdxido
degradado preferencialmente pela GPx. A atividade GPx mitocondrial foi inibida substancialmente
apos o tratamento com MeHg (em torno de 65%). Este resultado corrobora com dados na literatura

que mostram que o mercurio acumula-se na mitocéndria e representa uma importante descoberta
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em relacdo aos efeitos prejudiciais do MeHg sobre o estado redox mitocondrial no SNC, apontando a
GPx como um alvo central da neurotoxicidade induzida por MeHg. No estudo de Mori et al. (2007),
foi relatado que o MeHg pode diminuir a atividade GPx mitocondrial, potencializando a disfuncdo
mitocondrial induzida por este metal. Em nosso estudo, a inibicdo da GPx mitocondrial apds a
intoxicacdo com MeHg foi acompanhada por uma aumentada produc¢do de ROS, niveis de peréxidos
totais e produtos finais da peroxidagao lipidica. Corroborando com estes resultados, observamos
também uma queda na viabilidade mitocondrial. A inibicdo da GPx com MS provocou um aumento
substancial no estresse oxidativo mitocondrial e perda de viabilidade causada pela intoxicagao com
MeHg. Quando as mitocondrias foram incubadas MS e TBOOH, isoladamente ou em combinac¢do, um
efeito aditivo sobre os efeitos do MeHg sobre a peroxidacédo lipidica esteve sempre aparente (Figura
15E). Os niveis de GSH nas mitocondrias isoladas de animais tratados com MeHg ndo foram alterados
(dados ndo mostrados). Estas observaces sugerem de maneira expressiva que a peroxidacdo lipidica
causada pelo MeHg estd associada a uma inibicdo da GPx. Para confirmar esta hipdtese, incubamos
as mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos com GPx exdgena/purificada de fonte
comercial e entdo dosamos os niveis de TBARS. A adicdo de GPx no meio de incubagdao bloqueou
completamente a peroxidacdo lipidica induzida por MeHg (Figura 15F), indicando que uma reduzida
capacidade em degradar peréxidos devido a uma reduzida atividade tiol-peroxidase é um fendmeno
importante na inducdo de peroxidacdo lipidica pelo MeHg. A adicdo da enzima catalase também
diminuiu a formacdo de TBARS, no entanto de maneira menos consistente, confirmando o papel
principal da GPx mitocondrial na protecdo contra os efeitos pré-peroxidativos do MeHg. A formacao
de ROS pela mitocondria estd fortemente ligada a alteracbes no potencial de membrana
mitocondrial (Boveris e Chance, 1973). Levando-se em considera¢do que o MeHg é capaz de causar
disturbios no Awy,,, uma inibigdo da GPx pode causar efeitos deletérios severos na fungdo
mitocondrial, via uma exacerbada producdo de EROs.

Neste estudo, também investigamos o papel da GPx na toxicidade induzida por MeHg em

células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) em cultura. De maneira similar ao experimento com
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mitocondrias isoladas, o MeHg também causou uma diminuicdao na atividade GPx nas células SH-SY5Y
(em torno de 25 %). Este efeito foi correlacionado com uma perda de viabilidade celular e
aumentada apoptose. Quando as células foram incubadas com o inibidor da GPx (MS), a perda de
viabilidade celular e apoptose induzida por MeHg foi significativamente estimulada. De maneira
importante, a inibicdo causada pelo MeHg nestas células foi correlacionada com uma diminuida
habilidade das mesmas em degradar H,0,, sugerindo que a inibicdo da GPx por MeHg estaria
contribuindo para o estabelecimento de uma condicdo pré-oxidante.

As alteracbes pré-apoptdticas causadas por MeHg em células SH-SY5Y podem estar ligadas a
uma diminuicao da funcdo mitocondrial nestas células. Foi demonstrado que o MeHg afeta de forma
potente o Ay, causando disfungdo mitocondrial (Yin et al., 2007). A perda do Ay, causa a liberagdo
de citocromo-C no citosol e pode iniciar cascatas bioquimicas pré-apoptdticas, envolvendo a ativagado
de caspases (Kluck et al., 1997; Ghribi et al., 2001). No nosso estudo, encontramos que a incubacdo
de células SH-SY5Y com MeHg causou protedlise de PARP, um substrato de diferentes caspases. Este
dado estd de acordo com a literatura que mostra que o cloreto de mercurio (HgCl,) induziu apoptose
em células HL-60 via disfuncdo mitocondrial, liberacdo de citocromo-C e clivagem de PARP (Araragi et
al., 2003). Além disso, foi demonstrado que o timerosal, uma forma organica de mercurio usada em
conservantes de vacinas, causa clivagem de PARP associada a liberacdo de citocromo-C e ativacdo de
caspases em linhagens de células SK-N-SH (Humphrey et al., 2005).

Estudos usando a delecdo génica da GPx celular demonstraram que os animais deficientes
nesta enzima sao altamente suscetiveis a desafios oxidativos (Cheng et al., 1998). Tem sido também
demonstrado que o tratamento com antioxidantes como a vitamina E ndo é capaz de substituir os
efeitos protetores da GPx contra insultos oxidativos agudos (Cheng et al., 1999). Entretanto, o
tratamento com compostos miméticos da GPx sdo conhecidos por aumentar a atividade GPx e
podem proteger contra o estresse oxidativo (Davis e Bartfay, 2004; Sun et al., 2005). Considerando
gue o MeHg é um contaminante ambiental conhecido por causar morte celular por mecanismos que

levam a superproducdo de EROs, incluindo peréxido de hidrogénio, a GPx pode ser apontada como
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uma proteina de defesa celular primadria contra os efeitos téxicos do MeHg. Neste contexto, nossos
dados mostram que o MeHg é capaz de inibir a atividade GPx e causar efeitos deletérios em modelos
de cultura de células humanas, fragdes mitocondriais do cérebro de camundongos e também no
tecido cerebral in vivo. Além disso, nossos dados também revelam que a inibicdo da GPx resulta em
uma exacerbacdo da neurotoxicidade induzida por MeHg e contribuem de forma positiva para o
melhor entendimentos dos mecanismos de a¢do toxicas do MeHg.

Em conclusdo, nosso estudo contribui com evidéncias que substancialmente sugerem a GPx
como um importante alvo molecular e uma defesa celular primdria contra a neurotoxicidade
induzida por MeHg. Nossos resultados mostraram que o MeHg é capaz de inibir a atividade GPx em
trés diferentes modelos de estudo e que a inibicdo desta enzima antioxidante causa um aumento

significativo nos efeitos prejudiciais do MeHg sobre a viabilidade celular e estresse oxidativo.

5.4. Estudo dos efeitos protetores do extrato de Polygala em animais tratados com MeHg por via oral

Estudos recentes tém demonstrado os efeitos protetores de plantas e seus compostos
isolados em diversas condi¢Ges neuropatolégicas (Scalbert e Williamson, 2000; Walle, 2004; Lee e
Choi, 2008; Vicente-Sanchez et al., 2008; Silva et al., 2008). Além disso, em estudo realizado em ratos
foi demonstrado o efeito protetor do flavondide lespeflan contra a toxicidade renal induzida por
mercurio (Nikolic e Sokolovic, 2004) e plantas do género Polygala tém sido investigadas devido ao
seu potencial afeito neuroprotetor em modelos de neurodegeneracdo e excitotoxicidade (Lee et al.,
2004; Park et al., 2006). No presente estudo, o tratamento dos animais com MeHg causou uma
reducdo significativa no desempenho motor dos animais no rotarod. Este efeito foi acompanhado
por um aumento significativo nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), um
indice de peroxidacdo lipidica, no cértex cerebral e cerebelo destes animais. A co-administracdo de
extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata preveniu a peroxidagdo lipidica induzida pelo

tratamento com MeHg a niveis do controle tanto no cértex cerebral como no cerebelo.
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O aumento nos niveis de produtos da peroxidagao lipidica, um indicador de dano oxidativo a
lipideos de membranas celulares (Mattson et al., 1998), pode estar relacionado a uma diminuicdo na
atividade de enzimas antioxidantes importante na protecao celular contra o dano oxidativo causado
por EROs. Entre estas, as enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR) desempenham um papel fundamental (Dringen et al., 2000). Em nosso estudo, em paralelo com
0 observado aumento nos niveis de TBARS, observamos também uma diminuicdo significativa na
atividade GPx. Esta enzima, junto com a catalase, tem como funcdo a detoxificacdo de perdxidos
produzidos pela célula ou oriundos de fontes exdgenas. De forma peculiar, a catalase ndo é capaz de
remover outros peréxidos que nao o H,0,. Ja a GPx é capaz de degradar tanto o H,0,, quanto outros
peroxidos, incluindo hidroperdxidos lipidicos, que sdo produzidos em larga escala durante o processo
de peroxidacdo de membranas celulares (Ohkawa et al., 1979). Este fato apresenta extrema
importancia no sistema nervoso central, onde se encontram altos niveis de acidos graxos passiveis de
oxidacdo. Desta forma, a GPx representa uma importante ferramenta de defesa contra perodxidos de
natureza organica e inorganica no SNC (Dringen et al., 2000, 2005). Tendo em vista o fato de que o
MeHg leva a uma exacerbada producao de perdxidos e que o SNC é relativamente mais suscetivel
aos efeitos danosos destes agentes oxidantes, o aumento na peroxidagao lipidica, observado no
cortex cerebral e cerebelo dos animais tratados com MeHg, pode estar relacionado ao efeito
inibitério deste metal sobre a enzima antioxidante GPx (Tabela 1), caracterizando um possivel
mecanismo de ac¢do tdxica dos mercuriais. Outros estudos também demonstraram o efeito inibitério
de mercuriais sobre a enzima GPx (Carvalho et al.,, 2007, Mori et al.,, 2007). Entretanto, este
fendbmeno ainda ndo foi investigado em maiores detalhes. Considerando a importancia deste achado
para a melhor compreensao dos mecanismos de a¢cdo dos mercuriais, procuramos investigar o papel

da GPx na neurotoxicidade induzida por MeHg, conforme detalhado anteriormente no item 4.3.

Em paralelo ao efeito inibitério do tratamento dos animais com MeHg sobre a atividade GPx,
observamos um aumento significativo na atividade da enzima antioxidante GR, tanto no cortex

cerebral como no cerebelo (Tabela 6). Esta enzima é responsavel pela manutencdo dos niveis de
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glutationa (GSH) intracelular na sua forma reduzida (Mize e Langdon, 1962). Esta enzima atua de
forma acoplada a atividade GPx, que a partir da reducdo de perdxidos utiliza os equivalentes
redutores da GSH, desta forma produzindo glutationa oxidada, ou dissulfeto (GSSG). Em
contrapartida, para reduzir a GSSG, a enzima GR utiliza outros equivalentes redutores presentes na
célula, especificamente, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (Carlberg e Mannervik,
1985). O observado aumento na atividade GR induzida pelo tratamento dos camundongos com
MeHg pode estar relacionado a uma resposta celular frente aos efeitos oxidativos causados por este
metal. Em outros estudos também foi observado um aumento na atividade GR apés a administracao
de agentes tdxicos em camundongos (Medeiros et al., 2007). No estudo de Lash e Zalups (1996), foi
demonstrado que o mercurio pode aumentar a atividade GR in vivo. Além disso, em nosso préprio
estudo, discutido anteriormente no item 4.1, relatamos um aumento na atividade GR apds a
administracdo de MeHg a camundongos. Este efeito pode estar relacionado, em parte, aos efeitos
oxidativos diretos do mercurio sobre os tidis enddgenos, o que sinalizaria para um incremento na
atividade GR. E importante ressaltar que apesar de ser bem conhecido que o MeHg pode reagir com
tidis como a GSH, em nosso estudo os niveis de GSH permaneceram intactos no cértex e cerebelo do
cérebro dos animais tratados. No entanto, é conhecido que a exposi¢cdo a xenobidticos pode levar a
sintese e ao aumento nos niveis de GSH, um efeito que poderia mascarar a acdo do MeHg sobre os
niveis de GSH em nosso estudo. Corroborando com esta idéia, conforme anteriormente relatado no
item 4.1, observamos uma significativa correlagcdo positiva entre o aumento na atividade GR e os
niveis cerebelares de GSH, que foram aumentados naquele protocolo experimental.

A regulacdo da expressdo génica de enzimas antioxidantes se da principalmente através da
ativacdo de fatores de transcricdo como o Nrf2. Quando em repouso, este fator nuclear encontra-se
no citoplasma da célula associado ao seu repressor Keapl, formando um complexo inativo. Keapl
possui em sua estrutura uma série de residuos de cisteina reativos, isto é, voltados ao solvente,
suscetiveis a oxidacdo. Com um aumento na producgao de EROs, a oxidagdo ou modificagdo covalente

destes residuos de cisteina criticos leva a inativacdo de Keap1l e, por conseqliéncia, a estabilizacdo de
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Nrf2, que podera migrar para o nucleo. Uma vez no nucleo, Nrf2 poderd associar-se aos
denominados elementos de resposta antioxidante (antioxidant responsive elements - ARE), que estdo
localizados em regiGes promotoras de genes para diversas proteinas antioxidantes e enzimas de
detoxificacdo de fase 2 (Zhang 2006; Surh et al.,, 2008). Desta forma, conforme ja discutido
anteriormente, a induc¢do de GR pode estar associada a uma resposta celular frente aos efeitos pro-
oxidativos causados pela exposicdo ao MeHg. A participacdo de uma via de sinalizagdo associada a
ativacdo de Nrf2 ou outros fatores de transcricdo sensiveis ao estresse oxidativo poderia, ao menos
em parte, esclarecer este fendmeno. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para elucidar esta
hipotese.

E importante salientar que agentes fitoquimicos sdo capazes de ativar a via de Nrf2 além de
outros fatores nucleares (Surh et al., 2008). Em nosso estudo observamos que o tratamento com
extrato de Polygala paniculata bloqueou o aumento na atividade GR induzida por MeHg no cerebelo
dos camundongos. Desta forma, uma potencial acdo antioxidante do extrato poderia bloquear a
ativacdo de uma hipotética via de sinalizagdo “redox-sensivel” levando a resposta de induc¢do da GR,
possivelmente através da ativacdo de Nrf2.

Em conclusdo, os resultados aqui relatados evidenciam, de forma inédita, os efeitos
protetores do extrato de Polygala paniculata contra a neurotoxicidade induzida por MeHg em
camundongos. Apesar de os mecanismos precisos relacionados a este efeito ndao terem sido
identificados no presente estudo, um efeito antioxidante aparentemente é o responsavel por parte

dos efeitos benéficos do extrato frente a intoxicacdo com MeHg.

5.5. Efeito neuroprotetor de compostos isolados de Polygala sobre a disfuncdo mitocondrial e indugéo

de estresse oxidativo em preparag¢des cerebrais expostas a mercuriais in vitro.

No estudo anterior, publicado por nosso grupo (Farina et al., 2005a), relatamos os efeitos
benéficos do extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata contra a neurotoxicidade induzida por

MeHg em camundongos. Conforme demonstrado naquele estudo, o extrato foi capaz de prevenir as
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alteracdes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela exposicao oral ao MeHg, apontando
esta planta como um potencial agente terapéutico para o tratamento das condi¢Bes patoldgicas
associadas a excitotoxicidade e estresse oxidativo, incluindo a intoxicacdo por MeHg. Conforme
mencionado anteriormente, plantas do género Polygala apresentam efeitos neuroprotetores em
diversas condi¢Bes neuropatoldgicas relacionadas a excitotoxicidade e estresse oxidativo (Lee et al.,
2004; Park et al., 2006).

Estudos fitoquimicos realizados por nosso grupo de pesquisa com o extrato de Polygala
demonstraram a presenca de diversas classes de constituintes. Dentre os compostos identificados,
foram encontrados xantonas, flavondides e fitoesterdis, entre outros (Cristiano et al.,, 2003). No
presente estudo, buscamos identificar compostos derivados de Polygala que poderiam ser
responsdveis pela observada protecdo conferida pelo extrato hidroalcodlico da planta. Para isto,
usamos um modelo de fragdes do cérebro de camundongos enriquecida em mitocondrias. Trés
moléculas de diferentes grupos quimicos, um flavonéide (quercetina), uma cumarina (7-preniloxi-6-
methoxicumarina), e uma xantona (1,5-dihidroxi-2,3-dimethoxi xantona), foram selecionadas para
este propdsito. Considerando a possivel degradagdo do MeHg em mercurio inorganico em tecidos de
mamiferos (Suda e Hirayama, 1992), investigamos os potenciais efeitos téxicos de ambas as formas
organica (MeHg) e inorganica (HgCl,) de mercuriais em nosso modelo de mitocOndrias isoladas do
cérebro de camundongos.

Interessantemente, a incubacgdo in vitro com ambos os mercuriais (MeHg e HgCl,) causaram
uma similar diminui¢do na viabilidade mitocondrial, que foi dependente de concentragao. Este efeito
foi correlacionado positivamente com a diminuigdo nos niveis de GSH. Do ponto de vista molecular,
estes resultados representam importantes descobertas. De fato, considerando o nimero diferencial
de regides potencialmente eletrofilicas no &tomo de mercurio em suas formas organometiladas (uma
carga positiva) e na forma de sal de merclrio (duas cargas positivas), quando dissociadas em
ambiente aquoso, os perfis similares de disfungdo mitocondrial e oxidagdo de GSH apds a exposi¢do

de mitocondrias a estes compostos foi inesperada. Estes resultados indicam que a disfuncao
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mitocondrial induzida por MeHg e HgCl, depende de um fen6meno distinto da simples e direta
interacdo entre o mercurio e grupos tidis de biomoléculas. Considerando a conhecida degradacdo do
MeHg em mercurio inorganico em tecidos de mamiferos, pode-se supor que a forma similar com que
os dois mercuriais afetaram a viabilidade mitocondrial e a oxida¢cdo de GSH pode estar relacionada,
ao menos em parte a uma instabilidade do MeHg e sua conversdo ao mercurio inorganico. Embora
esta hipdtese ndo tenha sido esclarecida no presente estudo, é importante salientar que a
degradacdo do MeHg em mercurio inorganico depende da atividade NADPH-citocromo P-450
redutase, uma enzima presente apenas em preparacdes microssomais (Suda e Hirayama, 1992).

No presente estudo, a incubacdo de fragdes ricas em mitocondrias com MeHg ou HgCl,
aumentou em torno de 80% a producdo de H,0, e este efeito foi reduzido pela adi¢dao de catalase,
apontando fortemente para o H,0, como uma molécula crucial envolvida na disfungdao mitocondrial
induzida por mercuriais. Este resultado foi confirmado pelo fato de que ambos os mercuriais
aumentaram os niveis de TBARS (marcadores de peroxidacdo lipidica) e tal fendmeno também foi
prevenido pela adicdo de catalase, uma enzima que degrada H,0,. Desta forma, o aumento na
formagao de H,0, por mercuriais representa uma importante descoberta do nosso estudo,
considerando o papel oxidativo do H,0, sobre grupos sulfidrila. Este dado esteve de acordo com o
estudo de Lund et al., (1993) onde foi efetivamente demonstrado que o HgCl, é capaz de induzir
disfuncdo de mitocondrias renais e apontando para o H,0, como molécula efetora da toxicidade do
mercurio em tecido renal. Além disso, um aumento na producdo de EROs em preparacdes cerebrais
tem sido demonstrado apds exposicdo a mercuriais (Shanker et al., 2005; Dreiem et al., 2005). No
entanto, estes estudos foram baseados na metodologia que emprega a 2’,7’-diclorofuorescina (DCF),
gue ndo possibilita a discriminagdo entre radicais hidroxila, peroxinitrito ou H,0, (Myhre et al., 2003).

Dentre os trés compostos derivados de Polygala, apenas a quercetina demonstrou efeitos
protetores contra a disfungdo mitocondrial induzida por MeHg. Com relagdo a isso, varios estudos
tém apresentado os efeitos protetores da quercetina em diversos modelos de dano quimico sob

condicdes in vitro e in vivo (Naidu et al., 2003; Heo et al., 2004; Lu et al., 2006). Particularmente
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importante, a quercetina tem sido relatada por apresentar efeitos benéficos contra toxicidade
induzida por metais (Meng et al., 2004; Morales et al., 2006). Além disso, dois estudos recentes
demonstraram a ac¢do anti-peroxidativa da quercetina in vitro (Dufour e Loonis, 2007; Dufour et al.,
2007). Entretanto, baseando-se em nosso conhecimento, ndo existem dados na literatura mostrando
os efeitos protetores da quercetina contra a neurotoxicidade induzida por mercuriais.

Apesar de a quercetina ter prevenido a disfungdo mitocondrial e oxidacdo de GSH, nossos
resultados demonstram que tal efeito ndo esta diretamente ligado a um possivel efeito quelante. De
fato, a quercetina ndo alterou a capacidade oxidativa de ambos MeHg e HgCl, sobre a glutationa
reduzida, indicando que ndo ha uma interacdo entre a quercetina e os mercuriais. Devido ao fato de
a disfuncao mitocondrial observada apds a exposicdo aos mercuriais estar relacionada a producdo de
H,0,, levantou-se a hipdtese de que a quercetina seria capaz de detoxificar o H,0, gerado pela
exposicdo das mitocondrias cerebrais aos mercuriais. Nossos resultados mostraram que a quercetina
diminuiu a produc¢do de H,0, induzida por mercuriais, o que corroborou também com o fato de a
quercetina ter prevenido a peroxidacao lipidica causada por estes agentes tdxicos. De acordo com
isto, os efeitos protetores da quercetina contra a toxicidade induzida por H,0, tém sido relatados em
estudos in vitro (Chow et al., 2005).

Apesar de a quercetina ter prevenido a toxicidade induzida por mercuriais em mitocéndrias
sob condices in vitro, ndo podemos afirmar que este flavondide esta diretamente e exclusivamente
relacionado aos efeitos benéficos de plantas do género Polygala observado in vivo (Farina et al.,
2005a; Lee et al., 2004; Park et al., 2006). Inimeros compostos tém sido isolados da planta Polygala
paniculata e estudos sobre seus efeitos bioldgicos ainda ndo estdo disponiveis (Hamburger et al.,
1985; Cristiano et al., 2003). Desta forma, é possivel que os efeitos benéficos apresentados por
Polygala paniculata in vivo (Farina et al., 2005a) ndo estejam necessariamente relacionados a um
Unico composto. Esta afirmativa é reforcada pelo fato de que as concentragGes de quercetina usadas
neste estudo (100 e 300 uM) sdo altas e praticamente ndo poderiam ser atingidas em condi¢des in

vivo. De fato, flavondides como a quercetina podem atingir niveis da ordem de 10 uM no plasma em
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pessoas com dieta rica em frutas e vegetais ou suplementados com flavondides (Hollman et al.,
1996).

Concluindo, nosso estudo mostra que a oxida¢do de tidis € um fen6meno central envolvido
na disfungdo mitocondrial induzida por mercuriais e que os efeitos protetores da quercetina neste
processo ndo estdo ligados a um efeito quelante. Além disso, nossos dados mostram pela primeira
vez que o H,0, esta envolvido com os efeitos toxicos de ambas as formas organicas e inorganicas de
mercuriais em mitocondrias do cérebro. O estudo também mostra que o efeito protetor da
guercetina contra a toxicidade causada por mercuriais esta ligado capacidade deste antioxidante em
bloquear a producao de H,0, induzida pelos mercuriais, apontando para este fenbmeno como um
potencial mecanismo molecular de neuroprotecdo. Em conjunto, estes resultados contribuem com
novas informac¢des sobre os mecanismos moleculares associados a toxicidade de mercuriais e
apontam a quercetina como uma molécula promissora para estudos farmacolégicos relacionados a

intoxicagdo com mercdrio.
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5.6. Efeito protetor de flavondides sobre a disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo induzido pelo

MeHg

No estudo anterior publicado por nosso grupo (Franco et al., 2007), relatamos os efeitos
protetores do flavondide quercetina na disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo induzidos por
mercuriais. Naquele estudo, pudemos demonstrar que o H,0, é potencialmente um efetor molecular
primario envolvido na neurotoxicidade causada por mercuriais. Considerando as propriedades pré-
oxidativas dos compostos de mercurio, o flavondide quercetina, devido a sua capacidade em
degradar H,0,, apresentou efeitos protetores significativos. Levando-se em conta os efeitos
benéficos da quercetina em nosso modelo de estudo, decidiu-se entdo testar se outros flavondides
também seriam capazes de bloquear a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo induzidos por
MeHg em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos.

Conforme ja comentado anteriormente, os tratamentos disponiveis para o envenenamento
com mercuriais sdao baseados em terapias com agentes quelantes. De maneira geral, estes
procedimentos nao atingem resultados completamente efetivos em abolir a toxicidade mercurial,
além de apresentarem efeitos adversos (Tchounwou et al., 2003). Além disso, as terapias quelantes
sdo normalmente utilizadas para o tratamento de intoxicacdes com mercurio inorganico, como o
vapor de mercurio e sais de mercurio, sendo ineficiente para o tratamento de envenenamentos com
formas organicas de Hg, como o MeHg e etilmercurio (Clarkson et al., 2003). De fato, estudos do
nosso grupo e de outros tém demonstrado os efeitos benéficos do tratamento de animais
intoxicados com MeHg com o agente quelante 2,3-dimercapto-1-propanosulfonato (DMPS) (Pingree
et al., 2001; Koh et al., 2002; Carvalho et al., 2007). Embora o estudo de Carvalho e colaboradores
(2007) tenha mostrado pela primeira vez as agGes protetoras do DMPS contra os efeitos toxicos do
MeHg no cérebro, alguns sinais de estresse oxidativo induzido por MeHg nao foram revertidos. Este
fato poderia estar relacionado a ineficiéncia de agentes quelantes de metais em abolir
completamente os efeitos deletérios do MeHg. Desta forma, o estudo de compostos com agdo

antioxidante e baixa toxicidade representaria um importante avanco na busca de terapias efetivas
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contra o envenenamento com mercuriais. Neste contexto, flavondides poderiam ser considerados
importantes candidatos, devido a suas ja conhecidas a¢Ges antioxidantes e protetoras (Rice-Evans et
al., 1996; Pietta, 2000; Rice-Evans, 2001). No presente estudo, testamos as propriedades benéficas
de quatro flavondides (miricetina, canferol, miricitrina e rutina) contra as a¢Oes deletérias do MeHg
em fracGes mitocondriais isoladas do cérebro de camundongos.

Evidéncias na literatura relatam as agOes protetoras destes compostos em modelos de
neurodegeneracdo (Williams et al., 2004). Além disso, no estudo de Lee e Choi (2008), o flavondide
miricetina protegeu linhagens celulares contra os efeitos oxidativos da 2-deoxi-d-ribose e causou
neuroprotecdo contra a proteina beta-amildide (Shimmyo et al., 2008). Os efeitos protetores de
flavondides também sdo relatados em modelos de toxicidade de metais (Vicente-Sanchez et al.,
2008). No presente estudo, quando fragdes enriquecidas em mitocéndrias isoladas do cérebro de
camundongos foram incubadas com MeHg, observamos uma condicdo de estresse oxidativo,
marcada por uma elevada produc¢do de EROs, peroxidagao lipidica e niveis de GSH diminuidos. Tais
efeitos foram acompanhados por uma diminuicdo significativa na viabilidade mitocondrial. Dentre os
flavonéides investigados neste estudo, a miricetina foi capaz de bloquear a producdo de EROs e a
peroxidacdo lipidica induzida por MeHg de maneira mais expressiva, quando comparado aos efeitos
dos flavondides canferol, miricitrina e rutina. A habilidade antioxidante da miricetina foi
acompanhada por uma efeito protetor significativo sobre a queda na viabilidade mitocondrial
induzida por MeHg. Os flavondides canferol e miricitrina aboliram parcialmente os efeitos do MeHg
e a rutina foi ineficiente neste contexto. Embora o composto rutina tenha diminuido a producdo de
EROs causada por MeHg nas concentra¢cdes mais elevadas testadas, os efeitos do MeHg sobre a
peroxidacdo lipidica e viabilidade foram fracamente abolidos por este flavondide.

De maneira similar ao observado para o flavondide quercetina no estudo anterior, os efeitos
protetores do flavondide miricetina em nosso modelo de estudo estdo aparentemente relacionados
com as propriedades antioxidantes deste composto, especialmente a sua habilidade em remover

H,0,. A atividade antioxidante dos flavondéides depende de sua estrutura quimica. Basicamente, a
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presenca de grupos hidroxilas ligados a anéis fendlicos conferem a estes compostos uma grande
capacidade de doar elétrons, caracterizando suas propriedades antioxidantes (Harborne, 1986). A
posicdo e, principalmente, a quantidade de grupos funcionais hidroxila distribuidos pelos anéis
fendlicos do composto aumenta sua habilidade em estabilizar espécies reativas (Rice-Evans et al.,
1996). Baseando-se nisso, é aceitdvel que o flavondide que apresentou a maior capacidade em
bloquear a produc¢do de EROs e diminuir a peroxidagao lipidica, contribuindo assim para uma menor
perda de viabilidade mitocondrial causada pelo MeHg, tenha sido o flavondide miricetina. Ao
observarmos a estrutura quimica do composto miricetina (Figura 30), é notdvel que este composto
possua trés grupos hidroxila no anel-B (catecol). Se compararmos ao composto canferol, que foi o
segundo mais efetivo em bloquear os efeitos deletérios do MeHg em nosso modelo, a miricetina
possui dois grupos hidroxila a mais que o canferol no anel catecol. Dados na literatura mostram que a
capacidade antioxidante do composto miricetina é maior do que a do canferol, possivelmente devido
ao maior numero de grupos funcionais hidroxila livres presentes na molécula da miricetina, em
comparacdo ao canferol (Rice-Evans et al., 1996).

Outra importante caracteristica que contribui para a atividade antioxidante dos flavondides é
presenca de um grupo hidroxila na regido de insaturacdao no anel-C da molécula (fazer referéncia a
Figura 5 na Introducdo). A remogdo deste grupo funcional leva a uma diminuicdo na atividade
antioxidante do flavondide (Shahidi, 1992). De maneira similar, o bloqueio do grupo hidroxila no
anel-C da molécula através de glicosilacdo, ou seja, a insercdo de um acgucar nesta regido do
flavondide causa uma diminui¢do na capacidade antioxidante (Shahidi, 1992). Isto poderia, em parte,
explicar a menor capacidade dos compostos miricitrina e rutina em bloquear os efeitos pré-oxidantes
do MeHg em nosso modelo de estudo. Ao olharmos para a estrutura quimica dos flavondides
miricitrina e rutina (Figura 30), é possivel notar a presenca de glicosilacio na regido onde
originalmente estava presente um grupo funcional hidroxila. Desta forma, a menor capacidade
antioxidante dos compostos miricitrina e rutina pode estar diretamente relacionada ao seu menor

efeito protetor contra a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo induzido por MeHg em nosso
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modelo in vitro. No entanto, ndo podemos descartar uma potencial acao protetora destes compostos
em modelos in vivo. Isto se deve ao fato de que estes compostos glicosilados podem sofrer uma
clivagem no trato gastrointestinal, liberando assim o esqueleto polifendlico do flavondide,
aumentando sua capacidade antioxidante (Harborne, 1986).

Em conclusdo, nosso estudo demonstrou, pela primeira vez, a a¢do protetora dos flavondides
miricetina, canferol e miricitrina contra a disfungdo mitocondrial e o estresse oxidativo induzido por
MeHg in vitro. Os mecanismos precisos pelos quais estes compostos desempenharam sua funcao
protetora ndo foram completamente esclarecidos neste estudo, porém, uma ac¢do antioxidante, que
foi capaz de bloquear a producao de EROs e a peroxidacao lipidica, parece estar envolvida. Devido a
sua maior atividade antioxidante, o composto miricetina apresentou os melhores resultados em

combater os efeitos deletérios do MeHg em nosso modelo de estudo.
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6. CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

f)

Nossos estudos demonstraram que a exposicdo lactacional é uma importante rota de
intoxicacdo por mercuriais (MeHg e HgCl,), causando déficits motores e neuroquimicos em
camundongos jovens (no periodo de desmame), indicando esta via de exposicdo como um
fator relevante em questdes de saude publica;

Nossos dados afirmam que a exposicdo lactacional ao mercurio organico (MeHg) causa uma
reducdo no desempenho motor dos filhotes e isto esta aparentemente relacionado ao
estado tidlico cerebelar.

O aumento na atividade GR parece ser uma importante resposta de defesa celular frente aos
efeitos deletérios dos mercuriais. A exposicdo de animais adultos ao MeHg causou um
aumento na atividade desta enzima, enquanto que o0s animais jovens expostos
lactacionalmente ao MeHg ndo apresentaram esta resposta adaptativa. Isto pode estar
relacionado a uma menor capacidade do sistema nervoso imaturo em responder aos efeitos
téxicos do MeHg. No entanto, animais jovens expostos lactacionalmente ao mercurio
inorganico (HgCl,) tiveram a atividade GR aumentada no cerebelo, o que caracteriza uma
importante descoberta do nosso estudo, apontando para mecanismos de neurotoxicidade
especificos para as diferentes formas de mercurio.

O aumento na atividade GR pode representar um mecanismo compensatério contra os
efeitos pré-oxidativos do mercurio sobre tidis endégenos no sistema nervoso central.

Nossos estudos apontam para um aumento na producdo de peréxido de hidrogénio como
um importante mecanismo molecular relacionado a neurotoxicidade dos mercuriais,
corroborando com evidéncias da literatura que demonstraram efeito similar em outros
tecidos.

Nossos estudos confirmam que a enzima antioxidante GPx é um importante alvo na
neurotoxicidade induzida por MeHg, sendo que a inibicdo desta enzima aumenta os efeitos

deletérios e pro-oxidantes deste agente toxico. Demonstramos que a inibicdo da GPx pelo



g)

h)

j)

k)

m)
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MeHg esta relacionada a um aumento na expressdao de marcadores de morte celular e
disfuncdo mitocondrial em modelos in vivo e in vitro em roedores e in vitro em células
humanas.

A inibicdo da enzima antioxidante GPx pelo MeHg pode, ao menos em parte, ser responsavel
pelo observado aumento na producdo de perdxidos e a conseqiiente peroxidagao lipidica
induzida por este agente toéxico.

Nossos resultados, em conjunto com dados da literatura, apontam para uma importante
relacdo entre a inibicdo da GPx, o aumento na producdo de EROs e a apoptose relacionada a
disfuncao mitocondrial induzidos por MeHg.

Nossos resultados indicam que as mitocondrias representam importantes alvos celulares na
neurotoxicidade induzida por MeHg, contribuindo de forma significativa na apoptose
induzida por estes agente.

Nossos estudos demonstram, pela primeira vez, os efeitos neuroprotetores do extrato
hidroalcodlico de Polygala paniculata contra a neurotoxicidade induzida por MeHg. Este
fendbmeno pode estar relacionado a capacidade do extrato em bloquear os efeitos pro-
oxidantes do MeHg no sistema nervoso central de camundongos adultos.

Entre os constituintes do extrato de Polygala, podemos indicar o flavondide quercetina como
um importante agente responsavel pelos efeitos benéficos do extrato. No entanto, ndo
podemos descartar a participacao de outras moléculas neste fenbmeno.

Os flavondides miricetina e canferol apresentaram efeitos protetores contra a disfuncao
mitocondrial e estresse oxidativo induzidos por MeHg em modelo in vitro. Este fato esta
aparentemente relacionado a maior atividade antioxidante destes flavondides em relagdo
aos flavondides glicosilados miricitrina e rutina, que apresentaram menor efeito protetor em
nosso modelo de estudo.

Tomados em conjunto, nossos dados demonstram que as agdes deletérias dos compostos de

mercurio estdo diretamente ligadas as suas acdes pro-oxidativas, através da reducdo na
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capacidade antioxidante celular, afetando sistemas de defesa importantes como o sistema
antioxidante da glutationa, o que poderia estar diretamente ligado ao aumento na producao
de espécies reativas, culminando no estabelecimento de um quadro de estresse oxidativo. O
tratamento de animais intoxicados com compostos naturais que poderiam de maneira direta
ou indireta, causar um aumento na capacidade de defesa celular, pode resultar em
importantes estratégias terapéuticas que poderdo ser extrapoladas para estudos em

humanos no futuro.
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