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RESUMO

Introducédo: O metilmercdrio (MeHg) tem sido especulado como
contaminante ambiental envolvido em efeitos tdxicos em modelos
animais e seres humanos. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito protetor da inosina, uma purina enddgena, diante dos efeitos
promovidos pelo MeHg em camundongos. Métodos: Foram utilizados
camundongos Swiss machos adultos (45 — 60 dias). Os animais foram
expostos a uma solucdo de MeHg (40 mg/L) diluida na dgua de beber,
durante 15 dias. A ingestdo de liquidos foi monitorada diariamente.
Concomitantemente, os animais foram tratados com inosina pela via
intraperitoneal (i.p.), em doses de 3, 10, 30 ou 100 mg/kg, uma vez por
dia, durante 15 dias consecutivos. No 15° dia, os animais foram
submetidos a diferentes testes comportamentais, a fim de avaliar o
desempenho motor e coordena¢do motora (teste da barra giratoria, teste
da retracdo dos membros posteriores, teste da caminhada na viga e teste
do poste), cada animal foi usado em apenas um teste. Apds os testes
comportamentais, 0s animais foram eutanaziados por decapitacdo e o
cerebelo foi coletado para a determinagcdo subsequente dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-o e IL-6), anti-inflamatoria (IL-
1ra) e BDNF, por ELISA, bem como para determinacdo da atividade da
glutationa peroxidase e glutationa redutase. Em outro conjunto de
experimentos, os animais foram tratados pela via i.p. com inosina (10
mg/kg) ou uma mistura de inosina (10 mg/kg) e cafeina (3 mg/kg,
antagonista ndo-seletivo de receptores para adenosina), uma vez ao dia
durante 15 dias consecutivos, visando investigar o possivel
envolvimento de receptores de adenosina nos efeitos promovidos pela
inosina. Vinte e quatro horas ap6s a Ultima injecdo, os animais foram
submetidos ao teste da barra giratoria e testados frente a manifestacdo e
0 grau de retracdo dos membros posteriores. O efeito da inosina também
foi investigado diante dos efeitos hepatotdxicos (atividade sérica de
ALT e AST) e genotdxicos (ensaio do microndcleo) do MeHg, bem
como diante das alteracoes nos niveis séricos de lipideos (colesterol
total, HDL e ndo-HDL) induzidos pelo MeHg. Resultados: O consumo
de liquidos ndo diferiu entre os grupos avaliados. A inosina (10 mg/kg,
i.p.) preveniu parcialmente os efeitos deletérios do MeHg em relagéo ao
desempenho motor no teste da barra giratdria, no grau de retracdo dos
membros posteriores e no teste da caminhada na viga. No entanto, a
inosina ndo foi capaz de prevenir os efeitos deletérios do MeHg,
observados no teste do poste. A co-administracdo de inosina (10 mg/kg,



i.p.) com cafeina (3 mg/kg, i.p.) reverteu totalmente o efeito protetor da
inosina no teste da barra giratdria e parcialmente no grau de retracdo dos
membros posteriores. Inosina (10mg/kg, i.p.) foi capaz de previnir a
redugdo nos niveis de IL-6 e 0 aumento nos niveis de BDNF induzidos
pelo MeHg no cerebelo. MeHg (40 mg/L) reduziu a atividade cerebelar
da glutationa peroxidase, a qual ndo foi prevenida pelo tratamento com
inosina, mas ndo afetou a atividade cerebelar da glutationa redutase,
guando comparado com 0 grupo ndo-exposto. Animais expostos ao
MeHg apresentaram niveis cerebelares de Hg total mais elevados,
guando comparados com animais ndo-expostos, o tratamento com
inosina (10 mg/kg, i.p.) ndo preveniu o aumento nos niveis cerebelares
de Hg total induzido pela exposicdo ao MeHg. Além disso, a inosina (10
mg/kg, i.p.) preveniu a reducdo na atividade sérica da ALT induzida
pelo MeHg. Com relacdo aos niveis séricos de lipideos, a inosina (10
mg/kg, i.p.) ndo foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de colesterol
total induzido pelo MeHg, no entanto, previniu o0 aumento dos niveis de
colesterol ndo-HDL e promoveu um aumento nos niveis de colesterol
HDL, quando comparado com animais expostos ao MeHg tratados com
veiculo (10 ml/kg, i.p.). Finalmente, a inosina foi capaz de prevenir o
efeito genotdxico do MeHg, observado no ensaio do micronicleo em
cultura primaria de linfocitos humanos, reduzindo o nimero de células
binucleadas micronucleadas quando comparado com 0 grupo exposto ao
MeHg tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). ConclusBes: Em conjunto,
os resultados do presente estudo sugerem gue a inosina apresenta efeito
protetor diante das alteragdes comportamentais (desempenho motor e
coordenacédo) e bioquimicas no sistema nervoso central induzidas pela
exposicdo a0 MeHg. Além disso, esses efeitos parecem ser mediados
por receptores de adenosina. A inosina também apresenta efeito protetor
contra os efeitos hepatotdxicos e genotdxicos do MeHg, bem como
sobre as alteragdes nos niveis séricos de lipideos induzidos pelo MeHg.
Em sintese, nossos dados demonstram que a inosina foi capaz de
prevenir as alteracdes comportamentais e bioguimicas induzidas pelo
MeHg, além disso, contribuem para um melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na toxicidade do MeHg.



ABSTRACT

Introduction: Methylmercury (MeHg) has been speculated as
environmental contaminants involved in toxic effects in both animals
models and humans. The objective of the present study was to evaluate
the protective effect of inosine, an endogenous purine, in face of MeHg-
promoted effects in mice. Methods: Were used adult male Swiss mice
(45 — 60 days old). Animals were exposed to MeHg solution (40 mg/L)
in drink water during 15 days. Liquid ingestion was monitored daily.
Concomitantly, animals received inosine intraperitoneally (i.p.) at doses
of 3, 10, 30 or 100 mg/kg, once a day during 15 consecutive days. On
the 15" day, animals were submitted to different behavioral tests in
order to evaluate motor performance and coordination (rotarod test, hind
limb clasping phenomenon, beam walking test and pole test), each
animal was used in only one test. After behavioral tests, animals were
sacrificed by decapitation and the cerebellum was collected for
subsequent measurement of pro-inflammatory (IL-1p, TNF-a and IL-6),
antiinflammatory citokynes (IL-1Ra) and BDNF levels by ELISA, as
well as glutatione peroxidase and glutatione reductase activity. In
another set of experiments, animals were treated by i.p. route with
inosine (10 mg/kg) or a mixture of inosine (10 mg/kg) and caffeine (3
mg/kg, non selective adenosine receptors antagonist), once a day during
15 consecutive days, to investigate the possible involvement of
adenosine receptors in the effects promoted by inosine. Twenty-four
hours after the last injection animals were submitted to the rotarod test
and tested for the manifestation and the degree of hind limb clasping
phenomenon. The effect of inosine was also investigated in face of the
hepatotoxic (ALT and AST serum activity) and genotoxic
(micronucleus assay) effects of MeHg, as well as on the changes in
serum lipid levels (total cholesterol, HDL and non-HDL levels) induced
by MeHg. Results: Liquid consumptions did not differ between groups.
Inosine (10mg/kg, i.p.) partially protected against the deleterious effects
of MeHg toward motor performance in the rotarod test, in face of the
hind limb clasping phenomenon and in the beam walking test (87 +
10%; mean=21.57 = 3.06 s vs 46.88 + 11.93 s). However, inosine was
not able to prevent the deleterious effects of MeHg observed in the pole
test. Co-administration of inosine (10 mg/kg, i.p.) with caffeine (3
mg/kg, i.p.) completely prevented inosine protective effect in rotarod
test and partially in the hind limb clasping phenomenon. Inosine (10
mg/kg, i.p.) was able to prevented MeHg-induced IL-6 decreased and



also prevented MeHg-induced BDNF increased levels in cerebellum.
MeHg (40 mg/L) reduced glutathione peroxidase activity, wich was not
prevented by inosine treatment, but did not affect glutathione reductase
cerebellar activity when compared with non-exposed group. MeHg-
exposed animals exhibited higher total Hg levels in cerebellum when
compared to non-exposed animals. Inosine did not prevent total Hg-
increased level induced by MeHg in cerebellum. Furthermore, inosine
(10 mg/kg, i.p.) prevented the reduction in ALT serum activity induced
by MeHg. Regarding serum lipid levels, inosine (10 mg/kg, i.p.) did not
prevent MeHg-increased total cholesterol levels, however, was able to
prevent MeHg-increased non-HDL cholesterol levels and promoted an
increase in HDL cholesterol levels when compared with MeHg-exposed
animals treated with vehicle (10 ml/kg, i.p.). Finally, inosine was able to
prevent the genotoxic effect of MeHg, observed in the micronucleus
assay in primary culture of human limphocytes, reducing the number of
binucleated micronucleated cells when compared with the MeHg-
exposed group treated with vehicle (10 ml/kg, i.p.). Conclusions: Taken
together these results suggest that inosine presents protective effect in
face of MeHg-behavioral (motor performance and coordination) and
biochemical effects in the central nervous system. Whereas, inosine also
presents protective effects against hepatotoxic and genotoxic effects of
MeHg, as well as on the changes in serum lipid levels induced by
MeHg. In summary, our data demonstrate that inosine was able to
prevent behavioral and biochemical changes induced by MeHg,
furthermore, contribute to understanding mechanisms mediating MeHg-
toxicity.
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1. Introducéo

1.1. Mercurio - Aspectos Historicos

A relacéo entre 0 homem e o mercurio mostra-se bastante antiga.
Acredita-se, que para realizar seus desenhos sobre as paredes das
cavernas em que habitava, ou em seus objetos e em suas pinturas faciais,
0 homem pré-histérico muito provavelmente se serviu de uma pedra
avermelhada, a qual apresentava tal coloracdo devido a grande
quantidade de cindbrio em sua composi¢do. O cinabrio é conhecido
guimicamente como sulfeto de mercurio (HgS), o principal minério do
mercudrio. Admite-se que tanto o mercurio quanto o cinabrio comegaram
a ser extraidos de minas ha mais de 2.300 anos, nessa época, eram
bastante valorizados devido sua densidade e principalmente por sua cor
vermelho-dourada. Acredita-se que a primeira forma de utilizagdo do
mercdrio foi para producdo de tintas como base de um pigmento
avermelhado, muito usado para decoragdes. Por volta de 500 a.C.,
Vitruvius, um famoso arquiteto romano, observou que o mercirio
dissolvia prontamente o ouro e descreveu 0 método para recuperacgdo do
metal nobre wusado nas vestimentas da época (AZEVEDO;
NASCIMENTO; CHASIN, 2003; GRAEME; POLLACK, 1998).

Além do uso decorativo e na forma de amalgama com outros
metais, existem relatos da sua utilizacdo com finalidades medicinais. Os
antigos chineses acreditavam que o mercurio possuia propriedades que
prolongavam a vida, no entanto, varios imperadores morreram devido a
ingestdo constante do metal na tentativa de assegurar a imortalidade. Por
outro lado, os antigos hindus consideravam que este elemento possuia
propriedades afrodisiacas, enquanto os gregos utilizavam o mercUrio
como componente de unguentos ou pomadas para o tratamento de
diversas doengas de pele. Além disso, alguns relatos mostram que outras
civilizagBes utilizaram este metal para o tratamento de doencas em
diferentes 6rgdos, como, por exemplo, olhos, ouvido, pulmdes e
intestino. Por volta do século XV, o mercirio foi usado como
medicamento para o tratamento da sifilis na Europa, porém, em meados
do século XIX, varios estudos vieram questionar seus beneficios
terapéuticos e evidenciar seus efeitos téxicos (AZEVEDO;
NASCIMENTO; CHASIN, 2003; GRAEME; POLLACK, 1998).

Sendo assim, fica evidente qudo antiga é a relacdo entre 0 homem
e 0 mercurio, e atualmente, essa relacdo permanece tao estreita quanto
nos tempos antigos, principalmente devido ao intenso interesse em
ampliar o conhecimento a cerca da interacdo desse metal com o meio
ambiente, bem como, da sua interagdo com o homem.
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1.2. Caracteristicas Quimicas e Usos do Merclrio

O mercdrio é um metal pesado de aspecto argénteo, cujo
simbolo Hg deriva do latim hydrargyrum (Hydro: dgua; argyros: prata),
por apresentar-se, na sua forma elementar, como um liquido denso e
prateado, sob condi¢fes normais de temperatura e pressdo. Antoine
Laurent Lavoisier, no século XVIII, foi o primeiro a reconhecé-lo como
elemento quimico. Pertence a familia quimica dos metais do grupo llb,
possui numero atdbmico 80 e massa atdbmica de 200,59 sendo
considerado um metal de transicdo e apresentando os seguintes is6topos
naturais com as respectivas abundancias: 202 (29,80%), 200 (23,13%),
199 (16,84%), 201 (13,22%), 198 (10,02%), 204 (6,85%) e 196 (0,14%)
(AZEVEDO; NASCIMENTO; CHASIN, 2003; HAZARDOUS
SUBSTANCES DATA BANK, 2000).

O mercurio pode apresentar-se na forma de mercdrio metalico
(Hg® e também nas formas oxidadas, onde os atomos perdem um ou
dois elétrons, respectivamente, formando mercdrio | ou mercuroso
(Hg2") e o mercdrio Il ou mercurico (Hg**). Tanto o mercdrio | quanto
0 mercurio Il podem formar diversos compostos quimicos inorganicos e
organicos. Os principais compostos inorganicos sao formados a partir da
combinagdo do mercurio com o cloro, enxofre, nitrogénio ou oxigénio.
Dessa forma formam-se alguns importantes sais, como, por exemplo, 0
cloreto de mercurio (HgCly) altamente tdxico e corrosivo; o sulfeto de
mercurio (HgS), citado anteriormente, de coloracdo vermelha e utilizado
como pigmento de tintas e o fulminato de mercario [Hg(CNO)2] usado
como detonador em explosivos. JA 0s compostos organicos, também
chamados de compostos organomercuriais, sdo formados a partir da
ligacdo do metal (ligagdo covalente) a pelo menos um atomo de
carbono. Dentre 0s compostos organomercuriais, 0s que causam maior
preocupacdo sdo os ligados aos radicais alquila de cadeia curta, onde o
mercurio se liga aos grupos metila, etila ou propila, devido as suas
propriedades téxicas (AZEVEDO; NASCIMENTO; CHASIN, 2003;
HAZARDOUS SUBSTANCES DATA BANK, 2000; NA(;C)ES
UNIDAS, 2013).

Com relacdo a sua utilizacdo, o mercario é usado
principalmente como céatodo em células eletroliticas na producdo de
cloro e da soda cdustica na industria de cloro alcali. Além disso, é
utilizado em lampadas elétricas, incluindo as fluorescentes e as de
descarga de alta densidade; em manémetros, bardbmetro, termoémetros e
outros instrumentos de pressdo, medicdo e calibracdo. O seu emprego
também abrange a formacgdo de amalgamas dentarios juntamente com a
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liga de prata-estanho. Os compostos mercuriais eram amplamente
utilizados em formulagbes farmacéuticas, geralmente formando sais a
base de nitrato, iodeto, cloreto, cianeto, sulfato, tiocianato, brometo e
acetato, principalmente como conservantes em solugdes nasais,
oftalmicas, vacinas e produtos injetaveis (AZEVEDO; NASCIMENTO;
CHASIN, 2003). Dados do ano de 2001 estimavam que cerca de 80 kg
de compostos mercuriais eram utilizados como principio ativo em
formulagdes farmacéuticas anualmente, dentre outros, destaca-se o
Timerosal (principio ativo etilmercdrio) amplamente utilizado como
conservantes em vacinas. Devido ao seu potencial efeito téxico o
Timerosal foi progressivamente substituido por outros conservantes, no
entanto, em alguns paises como, por exemplo, no Brasil ainda é bastante
utilizado devido ao seu baixo custo. (AZEVEDO; NASCIMENTO;
CHASIN, 2003; UNITED STATES FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 1997).

No Brasil, 0 mercudrio foi bastante utilizado em processos de
mineracdo, estima-se que para cada kg de ouro produzido utilizam-se
cerca de 2 kg de mercurio. Entretanto, devido a reducéo progressiva na
producdo de ouro desde a segunda metade da década de 90, também
houve uma progressiva reducdo na utilizacdo do merclrio nesse
processo. Ainda assim, estima-se que aproximadamente 50 a 70
toneladas de Hg® foram langados no ambiente garimpeiro anualmente,
nos diversos locais de mineracdo do territdrio brasileiro (AZEVEDO;
NASCIMENTO; CHASIN, 2003; PFEIFER, et al., 1990).

1.3. Ciclo do Mercurio no Meio Ambiente

Em uma revisdo publicada no inicio dos anos 2000, Boening
sugere que existam dois ciclos para 0 mercdrio no meio ambiente. Um
deles é considerado global e envolve a circulagdo atmosférica do
mercudrio elementar na forma de vapores, a partir de fontes terrestres
para 0os oceanos. O outro ciclo é considerado local e depende da
metilagdo do mercdrio inorgénico que se origina principalmente a partir
de fontes antropogénicas. De maneira geral, tanto o ciclo global quanto
o0 local de mercurio compreendem a emissdo, a circulacdo atmosférica
de seus vapores e a precipitacdo com as chuvas que faz com que o
mercurio retorne as terras e as aguas (Para revisdo ver BOENING,
2000).

Assim, a emissdo de mercurio para a atmosfera pode acontecer
de duas formas, a natural e a antropogénica. A emissdo natural ocorre,
principalmente, devido a desgaseificacdo da crosta terrestre, de vulcdes



18

e provavelmente da evaporagdo a partir dos oceanos. A emissdo
antropogénica deriva principalmente da queima de combustiveis fosseis,
das industrias (p. ex. cloro alcali) e da mineragdo (o carvdo contém de
8,53 a 10 ppb de mercdrio; petroleo contém de 20 a 2000 ppb de
mercudrio) (AZEVEDO; NASCIMENTO; CHASIN, 2003; LINDBERG,
2007; HANSEN; DANSCHER, 1997).

O merclrio emitido tanto de forma natural quanto
antropogénica encontra-se na forma inorgénica, acredita-se que a
principal forma de mercirio na atmosfera seja o vapor de Hg°, contudo,
a presenca de metilmercurio (MeHg) também pode ser observada. Neste
sentido, a forma quimica do mercario influencia diretamente o seu
transporte, uma vez que, o vapor de Hg® pode percorrer grandes
distancias, enquanto as outras formas podem se ligar a particulas mais
pesadas e precipitar. Diz-se que o mercurio na forma de vapor apresenta
distribuicdo global devido ao seu tempo medio de residéncia na
atmosfera entre quatro meses e quatro anos. Diferentemente, as formas
sollveis possuem tempo de residéncia na atmosfera de apenas algumas
semanas, apresentando, portanto, pouca capacidade de dispersao
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991; AZEVEDO;
NASCIMENTO; CHASIN, 2003). Na atmosfera o mercdrio sofre um
processo de transformagédo onde o Hg® é transformado em Hg**, o qual
pode rapidamente precipitar com a chuva e/ou neve ou ser adsorvido por
pequenas particulas e posteriormente sofrer um processo de deposicdo
seco ou Umido. Sendo assim, pode-se observar que fontes
antropogénicas responsaveis pela emissdo de Hg® para a atmosfera,
também contribuem para a sua deposicdo no solo e na agua (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1989, 1990; UNITED STATES OF
AMERICA, 1997).

A distribuicdo e a mobilidade do mercurio no solo dependem de
algumas caracteristicas do solo, como, por exemplo, tipo, potencial de
oxirreducéo, pH e drenagem. O mercurio na sua forma elementar e
ibnica é adsorvido em humatos e, assim, sua mobilidade para camadas
profundas do solo torna-se pequena. Dessa forma, microorganismos
aerébicos e anaerdbicos, 0s quais apresentam maior atividade em
camadas superficiais do solo, podem transformar prontamente o
mercUrio inorganico em mercdrio organico, por um processo chamado
de metilagdo, dando origem ao monometilmercirio (CHsHg*) e ao
dimetilmercdrio [(CHs)Hg]. O CHsHg*, por sua vez, ira fazer parte da
cadeia trofica enquanto o (CHs)zHg, por ser mais volatil sera emitido
para a atmosfera, retornando mais tarde ao solo na forma de CHszHg*.
Processos de lixiviagdo e erosdo de solos contendo mercurio, sdo 0s
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principais responsaveis pela transferéncia de compostos mercuriais do
solo para a agua e sedimentos aquaticos, tanto do ambiente marinho
guanto de &gua doce (CLARKSON; MAGOS; MYERS, 2003;
AZEVEDO; NASCIMENTO; CHASIN, 2003; QUEIROZ, 1995).

No ambiente aquatico, 0 mercurio pode estar presente na forma
de CHsHg*, proveniente das aguas das chuvas, bem como, formado a
partir da metilagdo do mercurio inorganico (Hg**) também proveniente
da atmosfera. Microorganismos aerdbicos e anaerdbicos presentes nos
sedimento aquaticos apresentam a capacidade de formar CHsHg* a
partir do Hg**. Para isso, a metilcobalamina, uma coenzima produzida
tanto por microorganismos aerdbicos quanto anaerdbicos, é capaz de
transferir um grupamento metila para o ion Hg**, dando origem ao
CHsHg* (Para revisdo ver AZEVEDO; NASCIMENTO; CHASIN,
2003; BALDI, 1997; FITZGERALD; CLARKSON, 1991). Dessa
forma, o CHsHg* passa a integrar a cadeia alimentar aquética. O
mercUrio apresenta a capacidade de se bioacumular em plantas
aquaticas, invertebrados, peixes e mamiferos. Como serd comentado
adiante essa bioacumulacéo ¢ facilitada devido a sua complexagdo com
0 aminodcido L-cisteina. O complexo MeHg-L-cisteina €
estruturalmente muito semelhante a metionina e assim pode
compartilhar com esta o sistema transportador de aminoéacidos neutros
do tipo L [do inglés (LAT) L-type neutral amino acid carrier transport
system] (KERPER; BALLATORI; CLARKSON, 1992; YIN, et al.,
2008), o que torna mais facil o seu transporte através das membranas
celulares, e por conseguinte a sua capacidade de reagir e se ligar a
componentes celulares. Além da bioacumulacdo, o mercUrio apresenta a
capacidade de biomagnificacdo, ou seja, a capacidade de acumular-se
por niveis troficos sucessivos, sendo que sua concentracdo se eleva
proporcionalmente quanto maior for o nivel tr6fico do organismo.
Assim, os processos de bioacumulagdo e biomagnificacdo permitem que
0 mercUrio chegue até o homem representando um importante fator de
risco para a sadde humana.

1.4. Formas de Exposicdo ao Mercurio

Episddios de exposicdo ao mercurio tém sido relatados ha mais
de 150 anos atras em acidentes laboratoriais. No entanto, atualmente,
acredita-se que existam trés formas principais pelas quais 0 homem
encontra-se exposto ao mercurio. Uma delas compreende a exposi¢éo a
partir do mercdrio contido em améalgamas utilizadas em restauracdes
dentarias. Aproximadamente 50% da amalgama utilizada nesses
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procedimentos é constituida de mercurio combinado com prata e zinco.
Durante o processo de mastigacdo e ingestdo de liquidos quentes, pode
ocorrer a liberagdo de vapor de mercirio na cavidade bucal e
posteriormente a sua absor¢do. Estima-se que uma restauragdo com
amalgama de mercurio libere de 3 a 17 ug de vapor de mercurio (Para
reviséio ver CLARKSON, 1997; CLARKSON; MAGOS; MYERS,
2003; SALLSTEN, 1996). Alguns estudos tém demonstrado uma
relacdo diretamente proporcional entre a quantidade de restauragcdes com
amalgama de mercdrio e as concentragdes sanguineas e urinarias
elevadas de mercdrio (KINGMAN; ALBERTINI; BROWN, 1998).
Além disso, outros estudos tém demonstrado concentra¢Ges urinarias de
mercurio mais elevadas em dentistas, bem como um pior desempenho
psicomotor nesses individuos quando comparados ao grupo controle
(RITCHIE, et al., 2002). A utilizacdo de amalgamas contendo mercUrio
tém sido gradativamente substituida pelo uso de resinas menos tdxicas.
Ainda assim, principalmente nos servicos publicos de saide bucal, os
amalgamas contendo merclrio sdo extensivamente empregados em
restauracdes dentérias, compreendendo uma importante fonte de
exposicdo ao mercUrio tanto para os profissionais quanto para a
populagédo em geral.

Outra forma importante de exposi¢cdo ao mercdrio ocorre por
meio do Timerosal, o qual vem sendo utilizado como conservante em
vacinas gracas a acdo bactericida de um dos seus componentes, 0
etilmercurio. Estudos realizados nos Estados Unidos da América no
final dos anos 90 demonstraram que criangas nas quais era administrada
toda a série de vacinas recomendada, chegavam a receber até 187,5 pug
de etilmercdrio durante os seis primeiros meses de vida, podendo atingir
doses cumulativas de 0,1 ug mercurio/kg/dia, valor bem acima do
recomendado pelos 6rgdos regulamentadores da época. Alguns trabalhos
sugerem que as vacinas contendo etilmercirio podem provocar
hiperatividade, autismo e alteragcdo no desenvolvimento neuromotor. Em
decorréncia disso, atualmente, o Timerosal tem sido utilizado com
menor frequéncia na preparacéo de vacinas, sendo substituido por outros
agentes conservantes, 0s quais apresentam menor toxicidade
(CLEMENTS, et al., 2000; BALL; BALL; PRATT, 2001; ANDREWS,
etal., 2004; HVIID, et al., 2003).

Apesar dos amdalgamas dentarios e do Timerosal
compreenderem formas importantes de exposicdo ao mercurio, a
ingestdo de peixes e frutos do mar contaminados com mercdrio,
correspondem a principal forma de exposicdo a esse metal pesado. De
acordo com o que foi discutido anteriormente, o0 mercUrio sofre processo
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de biometilagdo no ambiente aquatico, dando origem ao MeHg, o qual,
por sua vez, apresenta uma importante capacidade de bioacumulacéo e
biomagnificagdo. Considerando que o homem encontra-se no topo da
cadeia alimentar, uma das principais (sendo a principal) formas da
exposi¢do ambiental humana ao mercurio se da por meio do consumo de
peixes e frutos do mar contaminados com MeHg (Para revisdo ver
CLARKSON; MAGOS, 2006; CLARKSON; MAGOS; MYERS, 2003).

Salienta-se que foi dessa forma que ocorreu o principal
acontecimento de contaminacdo humana envolvendo exposicdo ao
MeHg, em 1953, na baia de Minamata no Japdo. Dejetos industriais
contendo grande quantidade de mercurio foram despejados no mar e a
ingestao de peixes contaminados com MeHg pela populagéo representou
um dos principais episddios de contaminacdo por este agente toxico ja
relatado (Para revisdo ver HARADA, 1995). Além disso, no inicio da
década de 70, no Iraque, ocorreu outro importante episédio de
contaminagdo por MeHg, quando a populacdo ingeriu alimentos
preparados a partir de grdos que haviam sido tratados com fungicidas a
base de MeHg (BAKIR, et al., 1973). Outros episédios semelhantes
aconteceram na Guatemala, Paquistdio e Gana (Para revisdo ver
CLARKSON, 2002).

Os referidos episddios tornaram crescente a preocupagdo
mundial com relacdo a contaminagdo ambiental e consequente
exposicdo do homem ao mercurio, levando a Nagdes Unidas, por meio
do seu Programa Ambiental (do inglés United Nations Environment
Programme - UNEP), a organizar a Convencao de Minamata em 2013.
O objetivo dessa convencdo foi estabelecer medidas obrigatorias e
voluntérias a fim de controlar as emissGes de mercurio proveniente de
diversas fontes e principalmente restringir o seu comer cio e eliminar
progressivamente o elemento de certos produtos e processos industriais
(NACOES UNIDAS, 2013). Diante do exposto, um ponto que merece
destaque é o descarte do merclirio presente tanto em produtos
industrializados (p.ex. lampadas fluorescentes, baterias e pilhas) quanto
utilizado em processos industriais (p.ex. producdo de cloro alcali), uma
vez que, ndo h4 politica para armazenamento seguro dos residuos e as
indUstrias de reciclagem conseguem reciclar apenas uma pequena
porcentagem da demanda de produtos que contém mercario
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013). Dessa forma, o descarte
inadequado no meio ambiente de residuos industriais, bem como de
produtos contendo mercdrio, pode contribuir extensivamente para a
geracdo de MeHg pelo processo de biometilagdo do mercurio descrito
anteriormente, contribuindo para o risco de intoxicagdo do homem pelo



22

metal pesado. A figura 1 mostra resumidamente o ciclo do mercirio no
meio ambiente, e uma das principais formas de exposicdo do homem a
esse metal pesado.

Figura 1. Ciclo do merclrio no Meio Ambiente. Fonte: Retirado e
adaptado de biodireitomedicina.wordpress.com
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1.5. Toxicocinética e Efeitos da Exposicdo ao Metilmercurio

A cinética do MeHg no organismo contribui diretamente para o
desenvolvimento dos seus efeitos toxicos. Assim, do ponto de vista
cinético, sabe-se que o MeHg ¢é facilmente absorvido no trato
gastrointestinal (cerca de 90% — 95%) (NIELSEN; ANDERSEN, 1992),
sendo que a microflora intestinal é responsavel pela sua lenta
metabolizacdo & merculrio inorgénico, a uma taxa de cerca de 1% da
carga corporal por dia (ATSDR, 1999; CLARKSON, 2002). Acredita-se
gue o MeHg pode ser transportado através das membranas celulares por
difusdo passiva ou através do sistema LAT 1 ou 2, permitido que seja
prontamente absorvido e facilmente distribuido pelo organismo, em um
processo que dura aproximadamente 30 horas (CLARKSON, 2002;
KERPER; BALLATORI; CLARKSON, 1992). Além disso, a
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distribuicdo do MeHg no organismo é facilitada pela sua capacidade de
interagir com grupamentos tidis de diferentes proteinas. Dessa forma, o
MeHg pode depositar-se em diferentes 6rgdos, especialmente cérebro,
intestino, figado e rins. O MeHg é excretado do organismo
principalmente pelas fezes, sendo que apenas 10% € eliminado pela
urina. O MeHg é secretado na bile e parcialmente reabsorvido na
circulagdo portal retornando ao figado ou ao intestino pela circulacdo
enterohepatica. Assim, no figado e no intestino o MeHg é metabolizado
por demetilagdo, originando o mercurio inorgénico, o qual é pouco
absorvido e consequentemente eliminado do organismo nas fezes.
Acredita-se que a excrecdo do MeHg do organismo obedece uma
cinética de primeira ordem, sendo que 0 seu tempo de meia-vida de
eliminagéo depende do tecido onde o metal se encontra, variando de 45
a 70 dias (Para revisao ver ATSDR, 1999, CLARKSON, 2002;
CLARKSON, VYAS; BALLATORI, 2007). Assim, o fato do MeHg ser
lentamente eliminado do organismo, contribui sobremaneira para o seu
acuUmulo no organismo e consequentemente para os efeitos tdxicos
decorrentes da exposigao prolongada ao metal pesado.

As catastrofes acontecidas no Japdo e no Iraque permitiram
conhecer os sintomas clinicos decorrentes da exposicdo ao MeHg:
parestesias, constri¢do do campo visual, danos auditivos e da fala, ataxia
cerebelar, entre outros (EKINO, et al., 2007). Além disso, despertaram o
interesse de se obter maiores conhecimentos acerca dos seus efeitos no
organismo humano. Neste sentido, o desenvolvimento de modelos
experimentais animais, bem como estudos realizados em humanos, vém
demonstrando que alteragdes motoras representam a principal alteracéo
comportamental induzida pela exposi¢cdo ao MeHg (CHARBONNEAU,
et al, 1976; MATTSSON, et al, 1981; INOUYE; MURAO;
KAJIWARA, 1985; EKINO, et al., 2007). Um dos modelos animais
mais amplamente utilizado para investigar os efeitos desencadeados por
este agente toxico compreende a exposi¢do de camundongos através da
ingestdo de MeHg (DIETRICH et al., 2005), devido sua alta taxa de
absorcdo através do trato gastrointestinal, em torno de 90-95%
(NIELSEN; ANDERSEN, 1992), e o fato de a exposi¢do oral
representar a principal forma de contaminacdo das populacdes. Neste
modelo, 0 MeHg é diluido na &gua de beber e € permitido aos animais
ingerirem a referida solucdo ad libitum. Esta proposta é capaz de induzir
notavel deficit locomotor em camundongos, muito semelhante ao
encontrado em humanos, podendo ser observado através de testes como
0 da pegada (do inglés footprint) (CARTER et al., 1999), caminhada na
viga (do inglés beam walking) (PERRY et al., 1995), barra giratoria (do
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inglés rotarod) (JONES; ROBERTS, 1968) e campo aberto (LUCENA
et al, 2007). Sendo assim, distdrbios motores, consistindo
principalmente de ataxia, perda de equilibrio e da coordenacéo, tém sido
extensivamente reportados em estudo experimentais utilizando animais
expostos a0 MeHg, além disso, permitem tracar um importante paralelo
entre 0s parametros comportamentais e as alteragfes em nivel celular e
molecular induzidas por este contaminante ambiental (Para reviséo ver
FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011).

Acredita-se que as alteragdes moleculares e celulares, e
consequentemente as alteracBes comportamentais induzidas pelo MeHg
devem-se principalmente ao acimulo do metal pesado em areas motoras
do encéfalo, como, por exemplo, o cerebelo. Alguns trabalhos sugerem
que ele é transportado da circulacdo sanguinea para o sistema nervoso
central (SNC) complexado com o aminodcido L-cisteina, através do
sistema transportador de aminoacidos neutros do tipo L [do inglés
(LAT) L-type neutral amino acid carrier transport system] (KERPER;
BALLATORI; CLARKSON, 1992; YIN, et al., 2008). Uma vez no
SNC, o MeHg é capaz de combinar-se covalentemente com grupos
contenham este grupamento. Neste sentido, uma das principais
alteragdes moleculares promovidas pelo MeHg esté relacionada com o
sistema antioxidante da glutationa (GSH) (KAUR; ASCHNER;
SYVERSEN, 2006; STRINGARI et al., 2008). A GSH é o componente
de baixo peso molecular que contém grupos sulfidrilas mais abundante
no compartimento intracelular (DRINGEN, 2000). A sua capacidade
redutora é determinada pelas propriedades nucleofilicas dos seus grupos
tidis, sendo que seu papel antioxidante é mantido gragas as enzimas que
catalizam sua interagdo com moléculas eletrofilicas de origem enddgena
ou exogena (ZHU, et al., 2006). Dentre essas enzimas destacam-se a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR), as quais
desempenham papel central na destoxificacdo de perdxidos e na reducéo
da glutationa oxidada (GSSG), respectivamente (DRINGEN, 2000). O
MeHg é capaz de interagir diretamente com os grupos tidis da GSH
formando um complexo excretdvel, GS-HgCHs; (BALLATORI;
CLARKSON, 1982), reduzindo, assim, os niveis de GSH. Essa reducéo
nos niveis de GSH foi observado em culturas primarias de células
neuronais e da glia (KAUR; ASCHNER; SYVERSEN, 2006), em
células ndo-neuronais (AMONPATUMRAT, et al., 2008), e em
mitocOndrias isoladas do encéfalo de camundongos (FRANCO, et al.,
2007). No entanto é importante mencionar que o MeHg pode causar
estresse oxidativo por outro mecanismo que necessariamente n&o
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envolva alteragbes nos niveis de GSH. Alguns trabalhos tém
demonstrado que o MeHg é capaz de inibir a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, levando, consequentemente a um aumento na
formagdo de espécies reativas de oxigénio, como, por exemplo, 0
peroxido de hidrogénio (H.0.) e o &nion superoxido (O2) (MORI,
YASUTAKE; HIRAYAMA, 2007; FRANCO, et al., 2007). Além disso,
0 MeHg pode interagir diretamente com os grupos selendis da GPx
reduzindo a sua atividade e, consequentemente sua capacidade de
destoxificar perdxidos. Dessa forma, toda essa cadeia de eventos
culmina com aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio e
dano oxidativo a moléculas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(FRANCO et al., 2007).

Outro importante alvo molecular do MeHg é o sistema
glutamatérgico (Para revisdo ver ASCHNER, et al., 2007), o principal
neurotransmissor excitatéorio do SNC. O glutamato desempenha
importantes fungbes fisiol6gicas, no entanto, em concentragdes
extracelulares elevadas estd bem estabelecido que pode provocar lesdo
neuronal, em um processo conhecido como excitotoxicidade
glutamatérgica. Nesse processo ocorre ativacdo excessiva de receptores
de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), consequentemente
ha um aumento no influxo de ions Na* e Ca?* nos neur6nios. O aumento
nos niveis intracelulares de Ca?* esta associado com a geracdo de
estresse  oxidativo e  neurotoxicidade (Para  revisdo  ver
FEATHERSTONE, 2010; MELDRUM, 2000; CHOI, 1992;
CECCATELLI; DARE; MOORS, 2010). Moléculas transportadoras
localizadas na membrana de células gliais (astrécito e micrdglia) sdo
responsaveis pela remocdo do glutamato da fenda sindptica,
controlando, assim, seus niveis extracelulares e mantendo um equilibrio
entre suas acOes fisioldgicas e patologicas (ANDERSON; SWANSON,
2000; MARAGAKIS; ROTHSTEIN, 2001). Estudos in vitro utilizando
cultura de neurbnios e astrocitos, bem como, fatias de tecidos e
vesiculas sinapticas e sinaptossomas isolados tém contribuido para
esclarecer a participacdo do glutamato na neurotoxicidade induzida pelo
MeHg. Estes estudos tém demonstrado que ele é capaz de aumentar a
liberacdo espontinea de glutamato em cultura de neurdnios e, além
disso, inibe a captagdo de glutamato em cultura de astrdcitos, vesiculas
sindpticas e fatias de cortex cerebral de ratos (BROOKES; KRISTT,
1989; ASCHNER, 2000; PORCIUNCULA, et al., 2003; MORETTO, et
al., 2005). Corroborando esses resultados, estudos ex vivo tém
demonstrado um aumento na liberagdo espontanéa de glutamato de
fatias de cerebelo de camundongos expostos ao MeHg, bem como uma
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reducdo na captagdo de glutamato em fatias de cdrtex cerebral
(REYNOLDS; RACZ, 1987; FARINA, et al., 2003). Esses achados
sugerem fortemente que este contaminante seja capaz de promover um
desbhalanco considerdvel na homeostase do glutamato no SNC, sendo
gue a consequente ativacdo excessiva dos receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA contribui diretamente para a sua neurotoxicidade. Tem sido
constatado que a ativacdo de receptores NMDA leva a um aumento nos
niveis intracelulares de Ca?*, o qual, por sua vez, pode ativar vias
intracelulares envolvidas com a morte celular. Além disso, o Ca®* pode
ser captado pela mitocéndria onde vai favorecer a producdo de espécies
reativas de oxigénio (REYNOLDS; HASTINGS, 1995).

Esta bem estabelecido que trés eventos moleculares principais e
interrelacionaveis estdo envolvidos na neurotoxicidade do MeHg: 1)
desbalanco na homeostase do glutamato, 2) desbalan¢o na homeostase
do Ca?* e 3) aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio e
consequente estresse oxidativo (Para revisao ver
FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011).

Além do SNC, o MeHg pode atingir também outros érgdos e
sistemas, como o sistema hepatico. Assim, alguns trabalhos tém
demonstrado que células hepaticas apresentam uma propenséo particular
para acumular uma quantidade consideravel de mercurio ap6s exposi¢do
ao MeHg, sendo que esse acumulo é favorecido quando o MeHg
encontra-se complexado com aminoacidos, como, por exemplo, a
cisteina. Estudos in vitro e in vivo sugerem que o MeHg é capaz de
induzir um estado de estresse oxidativo no sistema hepatico, alterando a
atividade do sistema antioxidante da glutationa, promovendo
peroxidacdo lipidica e reduzindo a atividade/viabilidade mitocondrial,
no entanto, sem afetar as defesas antioxidantes enzimaticas (de
FREITAS, et al., 2009; ROQOS, et al., 2010; 2011). Assim, parece que 0
MeHg é capaz de promover lesdes no figado, sendo que a atividade
sérica de enzimas hepéticas especificas como a alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferae (AST), podem fornecer um
panorama da funcéo hepatica diante da exposicéo a este contaminante.

Algumas evidéncias tém sugerido que a exposi¢do ao MeHg
pode desencadear alguns eventos cardiovasculares, como aumento da
pressdo arterial, aterosclerose e infarto do miocardio (RISSANEN, et al.,
2000; SALONEN, et al., 2000). Acredita-se que exista uma estreita
relacdo entre essas disfungdes cardiovasculares e a dislipidemia. Alguns
estudos tém demonstrado que a exposi¢do ao MeHg é capaz de alterar os
niveis de lipideos no plasma, apresentando um aumento nos niveis de
colesterol total e colesterol ndo HDL (do inglés High Density
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Lipoprotein). Além disso, sugere-se que 0s eventos pré-oxidativos
desencadeados pelo MeHg podem estar relacionados as alteragdes nos
niveis plasmaticos de lipideos induzidos por esse contaminante (JIN, et
al., 2012). Assim, tém-se demonstrado que os niveis de merclrio séo
preditores dos niveis de lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL,
do inglés Low Density Lipoprotein), a qual esta intimamente relacionada
com o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (SALONEN, et al.,
1995; WALLENFELDT, et al., 2004). Portanto, pode-se sugerir que a
hipercolesterolemia  desempenha um  papel primordial no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares induzidas pela exposicao
ao MeHg.

Além dos seus efeitos deletérios sobre 0 SNC, danos hepaticos
e cardiovasculares, 0 mercUrio apresenta potencial genotoxico, capaz de
promover alteragbes no material genético (ADN - &cido
desoxirribonucleico) celular podendo resultar, eventualmente, no
desenvolvimento de processos carcinogénicos, teratogénicos e/ou
mutagénicos (Para revisdo ver CRESPO-LOPEZ, et al., 2009). Alguns
trabalhos tém demonstrado que a exposi¢do ocupacional ao mercurio €
capaz de induzir aberragbes cromossdmicas estruturais, como, por
exemplo, cromossomos quebrados, resultantes de quebras ndo reparadas
na dupla fita de ADN, ou ainda, rearranjos cromossdmicos, resultantes
de reparacGes mal sucedidas nos filamentos de ADN danificados (Para
revisio ver CRESPO-LOPEZ, et al., 2009). Deve-se ressaltar que a
exposicdo ao MeHg é capaz de promover efeitos epigenéticos
significativos, como, por exemplo o descrito por Onishchenko e
colaboradores (2008), com relacdo ao comportamento tipo-depressivo
acompanhado de alteracdes epigenéticas na regulacdo da expressdo do
gene para 0 BDNF. Considerando o exposto, uma das técnicas mais
amplamente utilizadas para se avaliar a existéncia de danos
cromossdmicos in vivo ou em uma populacdo de células, é o ensaio do
micronlcleo (FENECH et al., 2011; BONASSI et al., 2011; FENECH,
2008, SCHMID, 1975; HEDDLE, 1973). Micronlcleos (MN) séo
expressos geralmente em células que estdo em processo de divisdo e que
por algum motivo apresentam cromossomos danificados e/ou incapazes
de migrarem para os p6los do fuso mitético durante o processo de
divisdo celular. Neste caso, na fase de telé6fase da mitose, esses
cromossomos danificados e fragmentos de cromossomos sdo envoltos
por um envelope nuclear e gradualmente assumem uma morfologia
muito semelhante ao nucleo da célula, quando esta encontra-se na fase
de interfase da divisdo celular, com a ressalva de que s&o menores do
que os nucleos principais da célula, por isso sdo chamados de MN (Para
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revisdo ver FENECH, 2000). Dessa forma, a presenca de MN indica a
presenca de cromossomos danificados e possivelmente de danos ao
material genético da célula. Alguns estudos tém demonstrado que o
MeHg é capaz de induzir a formagcdo de MN em cultura primaria de
linfocitos (Para revisdo ver CRESPO-LOPEZ, et al., 2009; OGURA;
TAKEUCHI; MORIMOTO, 1996), corroborando os achados acerca do
seu efeito genotdxico.

1.6. Tratamento

De acordo com a literatura, trés estratégias podem ser utilizadas
para o tratamento da intoxicacdo pelo MeHg, reduzir a absorcéo apds a
exposicdo, reduzir a carga corporal do metal pesado absorvido e
interferir nos mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos toxicos.

As estratégias utilizadas para reduzir a absorcdo do metal,
devem levar em consideracdo a via pela qual a exposi¢éo tem ocorrido e
a forma quimica especifica em que ele se encontra no momento da
exposicdo (mercurio elementar, mercirio inorganico ou mercurio
organico). No caso do MeHg, conforme comentado anteriormente, a
principal forma de exposicdo se d& pela via oral e consequente absor¢do
pelo trato gastrointestinal. Neste sentido, considerando sua afinidade por
grupamentos sulfidrilas, tém sido demonstrado que proteinas, bem como
agentes nado-absorviveis (p.ex. resinas de poliestireno) que contenham
esses grupamentos, sdo capazes de reduzir a absor¢do do MeHg pelo
trato gastrointestinal. Além disso, lavagem gastrica e 0 uso de
purgativos (p.ex. sulfato de magnésio) também parecem ser eficazes em
reduzir a absorcdo do metal no trato gastrointestinal (ATSDR, 1999).

Com relacdo as terapias utilizadas para reduzir a carga corporal
de mercurio, destaca-se o uso de agentes quelantes. Dentre os quelantes
mais utilizados, pode-se citar o dimercaprol, a D-penicilamina e seu
analogo N-acetil-D,L-penicilamina, e o acido 2,3-dimercaptosuccinico
(do inglés DMSA) os quais diferem em suas eficacias, dependendo da
forma quimica de mercurio predominante (p.ex. mercurio elementar,
mercurio inorganico ou mercurio organico), vias de administracdo e vias
de excrecdo. Esses agentes quelantes apresentam grupamentos sulfidrila
em sua estrutura e, assim podem competir com 0s grupamentos
sulfidrila dos tecidos pela ligacdo ao mercdrio. O complexo quelante-
mercurio entdo formado pode ser excretado pelos rins ou pelas fezes
(ATSDR, 1999; CARVALHO et al., 2007; ARNOLD et al., 1983).

As estratégias utilizadas para interferir nos mecanismos de acao
responsaveis pelos efeitos toxicos do MeHg, levam em consideragéo,
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principalmente, o estresse oxidativo gerado decorrente da exposicao.
Agentes antioxidantes, como, por exemplo, a N-acetilcisteina, vitamina
E (alfa tocoferol) e N,N'-difenil-p-fenilenodiamina, tém se mostrado
efetivos na protecdo frente aos efeitos tdxicos induzidos pelo MeHg.
Além destes, o selénio também tém se mostrado eficaz neste proposito
(ATSDR, 1999; AREMU; MADEJCZYK; BALLATORI, 2008;
YAMASHITA et al., 2004).

Conforme abordado, diferentes possibilidades estdo disponiveis
para o tratamento da intoxicacdo pelo MeHg, no entanto, ndo s&o
completamente satisfatorias. Dessa forma, faz-se importante a busca e o
desenvolvimento de novas estratégias, especialmente farmacoldgicas,
que visem prevenir os efeitos desencadeados pela exposi¢do ao MeHg.

1.7. Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico esta envolvido em diversas funcgdes
fisiolégicas incluindo a regulacdo do sono, o comportamento locomotor,
a memdria, a cognicdo, a neuroprotecdo, a dor e outros (SAWYNOK;
REID, 1997; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; DUNWIDDIE;
MASINO, 2001; BLUM et al., 2003; TAKAHASHI; PAMPLONA,;
PREDIGER, 2008), representando, assim, um interessante alvo
terapéutico para modulacéo farmacoldgica.

Este sistema apresenta o trifosfato de adenosina (ATP) como
principal molécula precursora de seus diversos constituintes ou
metabdlitos. No interior da célula, o ATP pode ser convertido em
monofosfato de adenosina (AMP), de forma reversivel por agdo da
ATPase (converte ATP em AMP) e adenilato quinase (converte AMP
em ATP). O AMP, por sua vez, pode ser convertido em adenosina
através da enzima intracelular 5-endonucleotidase. Adicionalmente, o
ATP pode sair para 0 meio extracelular e uma parte deste ATP pode
gerar adenosina pela via das ecto-nucleotidases, pelo metabolismo de
nucleotideos, sendo a ecto-5-nucleotidase (NT5E) a principal enzima
responsavel em realizar estas reagcdes em condi¢des fisioldgicas. Outra
parte do ATP no meio extracelular pode ativar seus respectivos
receptores purinérgicos do tipo P2 (P2X e P2Y). Semelhantemente ao
ATP, a adenosina pode deixar o meio intracelular, transportada para o
meio extracelular através de transportadores bidirecionais de
nucleosideos, podendo ativar receptores de adenosina em células
adjacentes ou ainda ser convertida em inosina. A adenosina deaminase
(ADA) é responsavel pela conversdo da adenosina em inosina tanto no
meio intracelular quanto no meio extracelular. (Para revisao ver SALA-
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NEWBY; SKLADANOWSKI; NEWBY, 1999; SAWYNOK; LIU,
2003). Ademais, sdo conhecidos 3 subtipos de ADA, a ADA 1,a ADA 1
+ CP e a ADA 2A. As ADA 1 e 2 podem ser encontradas tanto em
tecidos quanto no plasma, sendo que a ADA 1 encontra-se
predominantemente em linfécitos. A figura 2 mostra resumidamente a
rota biossintética do sistema purinérgico.

Figura 2. Biossintese da via purinérgica. Adaptado de Sawynok e Liu,

2003.
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1.8. Inosina

Como mencionado anteriormente, a inosina é um metabélito do
sistema purinérgico, originado a partir da adenosina, pela acdo da ADA,
tanto no meio intracelular quanto no extracelular. Apresenta peso
molecular de 268,23 g/mol e sua formula molecular é C10H12N4Os. Apds
a sua descoberta, acreditava-se que a inosina era apenas um metabélito
do sistema purinérgico, incapaz de exercer algum efeito bioldgico. No
entanto, os primeiros trabalhos com a inosina demonstraram a sua
participacdo juntamente com a adenosina e outros fosfatos em diferentes
processos metabolicos, como, por exemplo, no metabolismo muscular
(KLEINZELLER, 1942), reacdes com miosina (SPICER; BOWEN,
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1951) e na sintese de novo (GREENBERG, 1951). Além disso, varios
estudos, boa parte realizados na Italia durante os anos 60, pesquisavam
os efeitos da inosina principalmente nos sistemas cardiovascular e
hepético (CARMINATI, 1963; TINCANI E TRALDI, 1963; CORSINI,
GRAZIA; MEI, 1964). Posteriormente, nos anos 70, Juhasz-Nagy e
Aviado (1977) e Aviado (1978) demonstraram que a inosina exerce
acOes cardiotonicas e aumento da vasodilatagdo coronariana, além de
reduzir a contratilidade ventricular, diminuir a resisténcia vascular
coronariana e em altas doses induzir uma leve queda da pressdo arterial
sanguinea (JUHASZ-NAGY; AVIADO, 1977; AVIADO, 1978).

No inicio dos anos 2000 alguns trabalhos evidenciaram outros
efeitos da inosina além daqueles relacionados com o sistema
cardiovascular. Com este proposito, foi demonstrado que administracéo
de inosina no cortex sensoriomotor de ratos é capaz de estimular o
crescimento axonal de células piramidais intactas apds transeccdo
unilateral do trato corticoespinhal. Além disso, outro trabalho
demonstrou que a inosina é capaz de promover regeneracdo de células
ganglionares da retina axotomizadas em um modelo animal onde o
nervo optico é seccionado. Ademais, usando um modelo de isquemia
cerebral, demonstraram que a inosina foi capaz de estimular neurénios
do lado ndo lesionado do cérebro & emitirem novas projecfes para areas
lesionadas do cérebro e da medula espinhal, promovendo uma melhora
significativa em diversos parametros comportamentais avaliados. De
maneira semelhante, foi possivel observar em outro estudo, que em
animais que sofreram oclusdo da artéria cerebral média, a administracéo
de inosina foi capaz de aumentar a atividade locomotora e reduzir a area
lesionada, além de antagonizar a excitacdo promovida pelo glutamato
em neurdnios do cdrtex cerebral. (BENOWITZ, et al., 1999; WU, et al.,
2003; CHEN, et al., 2002; SHEN, et al., 2005). Dessa forma, estes
dados sugerem que a inosina possui um importante efeito neuroprotetor,
podendo ser utilizada em futuros estudos como uma nova abordagem
para tratar lesbes no SNC.

Estd bem estabelecido que a inosina também apresenta um
importante efeito anti-inflamatdrio, observado em diversos modelos
experimentais de inflamag&o, como, por exemplo, em modelos de asma
e doenga pulmonar obstrutiva cronica, pancreatite, choque séptico e
endotdxico, esclerose multipla, entre outros. Tem sido evidenciado que
o efeito anti-inflamatdrio apresentado pela inosina deve-se a inibi¢éo da
producdo de citocinas pro-inflamatdrias como fator de necrose tumoral
alfa (do inglés TNF-a), interleucina 1 (do inglés IL-1) e interferon gama
(do inglés IFN-y) e redugdo da ativagdo de neutrofilos (HASKO, et al.,
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2000a; 2000b; MARTON, et al., 2001; GOMEZ; SITKOVSKY, 2003).
Acredita-se que esses efeitos promovidos pela inosina sdéo mediados
pela ativagdo de receptores de adenosina.

1.9. Receptores de Adenosina e Inosina

Os receptores de adenosina sdo todos acoplados a proteina G, e
sdo subdivididos em 4 subtipos, Al, A2A, A2B e A3 de acordo com
suas caracteristicas moleculares, farmacol6gicas e bioquimicas
(RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; RIBEIRO; SEBASTIAO; de
MENDONCGCA, 2002; SAWYNOK; LIU, 2003). No final da década de
70 Van Calker et al. (1978; 1979) evidenciaram que a adenosina poderia
diminuir ou aumentar o acimulo de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) em células do SNC, sugerindo a existéncia de dois subtipos de
receptores de adenosina. Além disso, 0s mesmos pesquisadores
observaram que a adenosina e seus derivados poderiam inibir ou
estimular a atividade da ciclase de adenilil em cultura de células de
cérebro de camundongos dependendo do subtipo de receptor de
adenosina que era ativado (VAN CALKER; MULLER; HAMPRECHT,
1978; 1979). Um ano depois Londos e colaboradores obtiveram
resultados semelhantes e denominaram esses receptores de Ri e Ra,
porque um receptor era capaz de inibir e outro capaz de ativar a ciclase
de adenilil (LONDOS; COOPER; WOLLF, 1980). Mais tarde, Ri e Ra
foram denominados Al e A2, respectivamente. Alguns anos mais tarde,
os receptores A2 foram subdivididos em receptores A2A e receptores
A2B. Esta divisdo foi originalmente proposta devido a descoberta de
gue a estimulagdo da ciclase de adenilil mediada pela adenosina em
cérebro de ratos era afetada por alta afinidade de ligacdo em alguns
sitios como membranas estriatais, e ligacdes de baixa afinidade em
outros sitios presentes em todo o encéfalo (DALY; BUTTS-LAMB;
PADGETT, 1983). No inicio dos anos 90 foi identificado o quarto
receptor para adenosina, que foi nomeado receptor A3. Este receptor
quando ativado reduz a producdo de AMPc através do acoplamento a
proteina Gip (ZHOU, et al., 1992).

Os receptores Al apresentam uma distribuicdo ampla, sendo
que, no SNC estdo distribuidos no cerebelo, cortex cerebral, hipocampo,
tdlamo, medula espinhal (substancia gelatinosa), tronco encefalico,
bulbo olfatério e outras regides. Quando ativados, os receptores Al,
acoplados a familia das proteinas Gi, sensiveis a toxina Pertussis,
podem induzir a reducdo da entrada de Ca?* (DOLPHIN; FORDA;
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SCOTT 1986; MACDONALD; SKERRITT; WERZ, 1986;
CARRUTHERS, et al., 2001) e ativar as vias fosfatidilinositol 3 quinase
(do inglés PI3K) e proteina quinase ativada por mitégeno (do inglés
MAPK), mais especificamente as quinases reguladoras de sinais
extracelulares 1 e 2 (do inglés ERK1/ERK2) e MEK, causando
mudancas na expressdo génica (BOISON; CHEN; FREDHOLM, 2010;
SCHULTE; FREDHOLM, 2003). O receptor A2A, acoplado a proteina
Gs (na sua maioria) ou a proteina Garr (principalmente no estriado),
também é encontrado no SNC e periférico, mas sobretudo, no nucleo
acumbens, putamen, timo, musculo liso vascular, endotélio, plaquetas e
neurbnios sensoriais primarios (DIXON et al.,, 1996; RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998; CARRUTHERS, et al., 2001). O principal evento
intracelular apds a ativacdo do receptor A2A é a estimulacdo da ciclase
de adenilil e consequente aumento da producdo de AMPc, o qual pode
induzir a ativagdo da proteina quinase A (do inglés PKA), que se torna
capaz de ativar proteina quinase C (do inglés PKC), canais de Ca*?,
canais de K*, elemento responsivo ligador de AMPc (CREB), MAPK,
fosfolipase C (do inglés PLC) entre outros (FREDHOLM; CUNHA,;
SVENNINGSSON, 2003; BURNSTOCK, 2008; CUNHA, et al., 2008).
Os receptores A2B podem ser encontrados principalmente no intestino e
bexiga, apresentando-se em baixas densidades no SNC. Estdo acoplados
as proteinas Gs e Gg, e possuem como primeiros alvos a ciclase de
adenilil e a PLC, sendo que em humanos a sua ativagdo pode aumentar o
nivel de Ca?* intracelular por intermédio do inositol trifosfato (do inglés
IP3) (FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 2011; PEAKMAN; HILL, 1994;
JACOBSON; GAO, 2006). Por ultimo, o receptor A3 acoplado as
proteinas Gi,, mas também pode ser encontrado acoplado as proteinas
Ggu1. A principal sinalizacdo desse receptor é a inibicdo da adenilil
ciclase e ativacdo da PLC, IP3, dialcil glicerol (do inglés DAG), PKC e
fosfolipase D (do inglés PLD).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a inosina é um ligante
natural dos receptores de adenosina. Em ensaios in vitro, Jin et al.
(1997) observaram que a inosina é capaz de se ligar a receptores A3 de
adenosina em mastocitos (JIN, et al., 1997). Alguns estudos realizados
posteriormente constataram que a inosina foi capaz de ativar receptores
A2A e A3 e assim exercer um efeito imunossupressor (HASKO, et al.,
2000; GOMEZ; SITKOVSKY, 2003). Resultados ainda ndo publicados
do nosso grupo de pesquisa, usando ensaio de ligacdo especifica,
antagonistas seletivos e animais knockout, demonstram fortemente que a
inosina interage diretamente com receptores Al de adenosina, e que essa
interacdo é essencial para seu efeito antinociceptivo. Além disso,



34

ferramentas farmacoldgicas como moléculas antagonistas, fornecem
informages importantes que sugerem que a inosina é capaz de se ligar e
ativar receptores de adenosina, desempenhando diferentes efeitos
biolégicos (NASCIMENTO, et al., 2010; HASKO, et al., 2000a; 2000b;
GOMEZ; SITKOVSKY, 2003; HASKO; SITKOVSKY, SZABO,
2004). Dessa forma, diversos estudos tém evidenciado que em animais a
inosina liga-se diretamente aos receptores Al, A2A e A3, e em humanos
apresenta uma grande afinidade por receptores A3 (Para revisdo ver
HASKO; SITKOVSKY, SZABO, 2004).

1.10. Metilmercurio e Inosina

Uma breve busca na literatura revela a escassez de dados
relacionados ao possivel efeito protetor da inosina diante dos efeitos
desencadeaos pela exposicdo ao MeHg. No entanto, conforme
comentado anteriormente, fica claro que a inosina é capaz de exercer
efeito protetor em modelos experimentais que promovam alteracdes
comportamentais (especialmente déficit motor) e
moleculares/bioquimicas semelhantes aquelas induzidas pelo MeHg,
como, por exemplo, aquelas observadas em modelos de dano cerebral
traumatico (DACHIR et al., 2014), lesdo medular (KIM et al., 2013) e
isquemia cerebral (SHEN et al., 2005; CHEN et al., 2002). Além disso,
tém-se demonstrado que os receptores de adenosina, 0 mecanismo de
acdo mais conhecido pelo qual a inosina exerce seus efeitos,
compreendem alvos terapéuticos capazes de modular diretamente alguns
efeitos semelhantes aos promovidos pelo MeHg. Neste sentido, um
estudo interessante revelou que agonistas seletivos do receptor Al de
adenosina previnem a redugdo da viabilidade de células da camada
granular do cerebelo expostas ao H»O, (uma das principais espécies
reativas de oxigénio produzida pela exposicdo ao MeHg) ou glutamato
(aminoacido excitatorio cujos niveis extracelulares encontram-se
elevados pela exposicdo ao MeHg) (FATOKUN; STONE; SMITH,
2007; 2008). Ademais, estudos eletrofisioldgicos tém demonstrado que
a ativacao de receptores de adenosina, especialmente Al e A2A, inibem
a alteracdo de potencial de membrana induzida pela ativagéo do receptor
do tipo NMDA do glutamato, em outras palavras, a ativacdo de
receptores de adenosina podem inibir as correntes induzidas pela
ativacdo do receptor NMDA (GUNTZ et al., 2008) (lembrando que a
excitabilidade glutamatérgica é um dos principais mecanismos
moleculares responsaveis pelo efeito do MeHg).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fatokun%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stone%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188658
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Né&o obstante, alguns trabalhos tém demonstrado que a inosina é
capaz de prevenir a formacdo de MN tanto em cultura de linfocitos
guanto em linfécitos obtidos de animais expostos a radiagbes X
(GUDKOQV et al., 2006; 2009). Conforme comentado anteriormente, o
MeHg também é capaz de induzir a formagdo de MN. Dessa forma,
além de prevenir o desevolvimento de sintomas neuroldgicos, a inosina
apresenta potencial para prevenir a genotoxicidade do MeHg.

Diante do exposto, aventamos a hipdtese de que a inosina seja
capaz de prevenir os efeitos promovidos pela exposicido ao MeHg, além
disso, especulamos que receptores de adenosina sejam os mediadores do
efeito da inosina.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor da inosina diante dos efeitos tdxicos
desencadeados pela exposi¢do de camundongos ao cloreto de MeHg.

2.2. Objetivos Especificos
Avaliar o efeito da inosina frente as alteragbes motoras
induzidas pelo MeHg em diferentes testes comportamentais.

Avaliar o envolvimento de receptores de adenosina no possivel
efeito protetor da inosina.

Investigar o efeito da inosina frente as alteracdes bioguimicas
cerebelares (atividade de enzimas antioxidantes GPx e GR; niveis de
citocinas pro-inflamatérias, anti-inflamatérias e BDNF) induzidas pelo
MeHg.

Determinar os niveis de mercdrio no cerebelo de animais
exposto ao MeHg e tratados ou ndo com inosina.

Avaliar o efeito da inosina diante de alterages bioquimicas
(atividade das enzimas hepéticas ALT e AST; determinagdo dos niveis
de colesterol total, colesterol-HDL e colesterol ndo-HDL) no soro de
animais expostos ao MeHg.
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Avaliar o efeito da inosina frente a genotoxicidade do MeHg em
cultura primaria de linfocitos humanos.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos Swiss machos (25 a 35 g) com idade entre 45 e 60 dias,
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Os animais foram mantidos no nimero de 5 a 6 em caixas
acrilicas em sistema com circulagdo de ar sob pressdo positiva
(microisoladores), com temperatura controlada de 20 + 2 °C, em ciclo de
12h claro e 12h escuro (luzes acessas as 06:00h) e com livre acesso a
agua e racdo. Os animais foram distribuidos homogeneamente entre os
grupos e mantidos no laboratério para aclimatacdo por pelo menos 1
hora antes da realizacdo dos diferentes testes comportamentais. Todos 0s
experimentos foram realizados apds aprovacdo do projeto pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (protocolo n°
00745) e conduzidos em acordo com o Guia de Principios no Uso de
Animais em Toxicologia (do inglés Guiding Principles in the Use of
Animals in Toxicology) adotado pela Sociedade de Toxicologia em julho
de 1989 e alterado em dezembro de 2008 (SOCIETY OF
TOXICOLOGY, 2008).

3.2. Drogas e Reagentes

Cloreto de metilmercdrio (1), inosina e cafeina foram obtidos
da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Cloreto de
metilmercurio (1) foi dissolvido em &gua, enquanto a inosina e a cafeina
foram dissolvidas em solucdo salina isotonica (NaCl 0,9%)
imediatamente antes do uso. Os niveis de citocinas foram determinados
utilizando conjuntos de diagndsticos (Kits) de imunoabsorcdo ligada a
enzima (do inglés ELISA) obtidos da R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). Cloreto estanoso (SnCls), acido cloridrico (HCI) obtidos Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Kits diagnosticos foram
utilizados para determinar a atividade enzimatica de AST e ALT
(Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), e os niveis de colesterol total e
HDL (Biotécnica, Varginha, MG, Brasil). Meio de cultura RPMI (do
inglés Roswell Park Memorial Institute), soro fetal bovino,
fitohemaglutinina, penicilina, estreptomicina e dimetilsulféxido (DMSO
do inglés dimethylsulfoxide) foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). PBS (do inglés Phosphate Buffer Saline)
obtido da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).



38

3.3. Protocolo experimental

O protocolo experimental foi executado como descrito a seguir,
fundamentado no trabalho de Dietrich et al. (2005) com minimas
modificacBes. No dia 0 os animais foram expostos a uma solucdo de
cloreto de MeHg (CH3HgCI) a uma concentracdo de 40 mg/L na agua de
beber. Durante 15 dias consecutivos foi permitido aos animais ingerirem
a solucdo de MeHg ad libitum. Neste periodo os animais foram tratados
pela via intraperitoneal (i.p.), uma vez ao dia, com inosina (3, 10, 30 ou
100 mg/kg) ou solucéo salina (0,9% NaCl, 10 ml/kg).

A fim de se avaliar o envolvimento de receptores de adenosina
no possivel efeito da inosina, foi realizada a coadministracdo de inosina
e cafeina (10 e 3 mg/kg, i.p., respectivamente) durante os 15 dias de
exposicdo ao MeHg.

A ingestdo de liquidos foi monitorada a cada trés dias, a partir
da diferenca dos pesos dos bebedouros antes e apds o periodo descrito.
No décimo quinto dia foram realizados diferentes testes
comportamentais visando avaliar a funcdo locomotora dos animais,
sendo utilizados grupos independentes para cada teste, de forma que
cada animal foi utilizado em apenas um teste. Apds a realizacdo dos
testes comportamentais os animais foram eutanaziados por decapitacéo e
0 cerebelo foi coletado para posterior determinacdo dos niveis de
mercurio e analises bioquimicas (niveis de citocinas pro-inflamatdrias,
anti-inflamatorias e Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (do inglés
Brain Derivated Neurotrophic Factor, BDNF); atividade de enzimas
antioxidantes). Os animais pertencentes ao grupo controle ingeriram
agua ad libitum e foram tratados com inosina (3, 10, 30 ou 100 mg / kg),
salina (0,9% NaCl) ou coadministrados com inosina e cafeina (10 e 3
mg / kg, respectivamente) pela via i.p. durante os 15 dias do protocolo
experimental.

3.4. Testes Comportamentais

Vinte e quatro horas apés a Gltima administracdo de inosina,
salina ou coadministracdo de inosina e cafeina os animais foram
submetidos a testes comportamentais para se avaliar sua funcéo
locomotora e coordenacdo. Cada teste comportamental foi realizado
com grupos diferentes de animais, ou seja, um animal foi utilizado
somente em um determinado teste comportamental.
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3.4.1. Teste da Barra Giratoria

O teste da barra giratéria foi realizado conforme o estudo de
Duhan e Miya (1957) com minimas modifica¢des. Dessa forma, foi
utilizado um aparato constituido por uma barra de 2,5 cm de didmetro,
subdividida em 4 compartimentos por discos de 25 cm de diametro.
Essa barra gira a uma velocidade de 17 rotagdes por minuto, sendo cada
animal exposto ao aparato e avaliado trés vezes com um intervalo de 60
segundos entre cada ensaio. O tempo maximo para cada ensaio foi de 60
segundos, ap6s o qual o animal foi removido se, por ventura, ainda
estivesse no aparato. Foi realizado uma medida basal antes da exposicéo
ao MeHg. Os resultados foram expressos através do tempo em que o
animal permanece no aparato sem cair, sendo utilizada a média dos trés
ensaios como variavel dependente na analise estatistica.

3.4.2. Teste do Grau de Retracdo dos Membros Posteriores (do inglés
Hind Limb Clasping Phenomenon)

Este teste é caracterizado pela retracéo e preensdo dos membros
posteriores do animal junto ao seu abdémen quando suspenso pela
cauda, refletindo uma postura discinética (para revisao ver CARTER et
al., 1999). Para este teste, os camundongos foram suspensos pela base
da cauda e filmados durante um periodo de 10-15 segundos. O grau de
retracdo dos membros posteriores foi avaliado de 0 a 3 de acordo com a
severidade: 0 = patas posteriores totalmente abertas e distantes do
abdémen; 1 = um membro posterior retraido em direcdo ao abddémen
durante pelo menos 50% do periodo de observacdo; 2 = ambos os
membros posteriores parcialmente retraidos em direcdo ao abdémen
durante pelo menos 50% do periodo de observacdo; 3 = ambos os
membros posteriores completamente retraidos em direcdo ao abddémen
durante pelo menos 50% do periodo de observagdo. Foram utilizadas
contagens de 0,5 quando apropriado.

3.4.3. Teste da Caminhada na Viga (do inglés Beam Walking Test)

O teste da caminhada na viga foi realizado conforme no
trabalho de Dietrich et al. (2005), com minimas modificacfes. Neste
teste foi avaliado a habilidade do animal para percorrer uma viga de
madeira até alcancar uma gaiola de seguranc¢a (20 cm x 20 cm x 20 cm).
A viga de madeira usada no teste apresentava 1 metro de comprimento e
uma superficie arredondada de 20 milimetros de diametro e estava a 50
centimetros do chdo. Uma lampada incandescente de 60 Watt foi
posicionada na extremidade inicial da viga, com a finalidade de induzir


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X07004647#bib16
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0s animais a iniciar a travessia da mesma. Antes de comegar a exposicéo
ao MeHg e os tratamentos, os animais foram treinados em trés dias
consecutivos, uma vez ao dia, sendo considerado um tempo maximo de
20 segundos para percorrer a barra. Os animais que nao percorreram a
viga em no maximo 20 segundos até o terceiro dia de treino foram
excluidos do experimento. No dia do teste foi avaliado o tempo que cada
animal despendeu para percorrer toda a extensdo da viga até a caixa de
seguranca.

3.4.4. Teste do Poste (do inglés Pole Test)

O teste do poste foi originalmente desenvolvido para quantificar
a bradicinesia em modelos animais da Doenca de Parkinson (OGAWA
et al., 1985). Neste teste 0 animal é colocado logo abaixo do topo de um
poste de madeira vertical (50 centimetros de altura e 1 centimetro de
didmetro) com a cabeca voltada para o topo do poste. Foi avaliado o
tempo de laténcia para o animal se virar completamente (cabega em
direcdo ao chdo) apds ser colocado no poste e o tempo para descer o
poste até o chdo apo6s ter se virado completamente. Antes de iniciar a
exposicdo a0 MeHg e os tratamentos, os animais foram treinados em
trés dias consecutivos, uma vez ao dia, sendo considerado um tempo
maximo de 120 segundos tanto para o animal se virar completamente
com a cabega em direcdo ao chdo quanto para descer o poste até o chdo
apos se virar. Os animais que ndo realizaram estas tarefas dentro do
tempo determinado (120 segundos) até o terceiro dia de treino foram
excluidos do experimento. No dia do teste, foi avaliado o tempo que
cada animal despendeu tanto para se virar completamente com a cabeca
em direcdo ao chdo quanto para descer o poste até o chao ap6s se virar.

3.5. Analises Bioquimicas em Cerebelo

Ap0s 0s testes comportamentais, os animais foram sacrificados
por decapitacdo, o cerebelo foi coletado, pesado e armazenado em
freezer a -70 °C para posterior determinagdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias [TNF-o, IL-1f e interleucina 6 (IL-6)], anti-inflamatéria
[interleucina 1Ra (IL-1Ra)] e BDNF. Além disso, foi determinado a
atividade de enzimas antioxidantes GPx e GR.

3.5.1. Determinacéo dos Niveis de Citocinas e BDNF

Inicialmente o cerebelo foi homogeneizado com uma solucéo de
tampdo fosfato contendo Tween 20 (0,05%), fluoreto fenilmetilsulfonil
(do inglés PMSF) 0,1mM, é&cido etilenodiaminotetracético (do inglés
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EDTA) 10 mM, aprotinina 2 ng / ml e cloreto de benzameténio 0,1mM.
Os homogenatos foram transferidos para um tubo de microcentrifuga do
tipo eppendorf de 1,5 ml e centrifugados a 3000 x g durante 10 minutos
a 4 °C, e o sobrenadante obtido foi armazenado a -70 °C para posterior
analise. Para determinacdo dos niveis de citocinas e BDNF foram
utilizados kits comerciais disponiveis, com metodologia baseada em
ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Os niveis das citocinas TNF-a, IL-1p, 1L-6,
IL-1Ra e BDNF, foram mensurados de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os valores obtidos foram estimados através da interpolacao
de uma curva padréo através de ensaio colorimétrico, medido a 450 nm
(comprimento de onda de correcdo de 540 nm) em um leitor de placa de
ELISA (Berthold Technologies — Apollo 8 — LB 912, Alemanha). Todos
os resultados foram expressos em pg de citocina/mg de proteinas. Os
niveis de proteinas totais foram determinados pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando soro albumina bovina como padréo.

3.5.2. Determinacdo da Atividade da GPx

A atividade da GPx foi determinada indiretamente, através do
monitoramento do consumo de nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato hidrogénio (do inglés NADPH), espectrofotometricamente, a
340 nm, baseando-se no método de Wendel (1981). A GPx usa a GSH
para reduzir o tert-butilhidroperdxido produzindo glutationa dissulfeto
(do inglés GSSG). A atividade enzimatica foi expressa em nmol/min/mg
do conteldo total de proteinas.

3.5.3. Determinacéo da Atividade da GR

A atividade da GR foi determinada baseando-se em Carlberg e
Mannervik (1985). A GR reduz GSSG & GSH & custa de NADPH como
agente redutor, dessa forma, pode-se acompanhar o desaparecimento do
NADPH, espectrofotometricamente, a 340 nm. A atividade enzimética
foi expressa em nmol/min/mg do contelido total de proteinas.

3.6. Determinagdo do Contetido de Mercurio no Cerebelo

Apobs os testes comportamentais os animais foram sacrificados
por decapitacdo, o cerebelo foi coletado, pesado e homogeneizado com
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) na proporcéo de 1:10. Em seguida foi
realizado o processo de digestdo das amostras. Para isso, uma aliquota
de 150 pL das amostras homogeneizadas foi adicionada a uma mistura
de 435 uL de acidos previamente preparada em frasco ambar (300 uL de
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acido nitrico 65% ultra-puro; 75 uL de acido sulfdrico supra puro; 30 uL
de &cido perclérico P.A.; 30 uL de peréxido de hidrogénio 30 — 32%
supra-puro). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
durante 24 — 48 h. A determinacdo dos niveis de mercario no cerebelo
foi realizada por espectrometria de absorcao atdmica (Espectrometro de
Absorcdo Atdmica SpectrAA 200 Varian com gerador de hidretos VGA
- 77), utilizando a técnica de vapor frio e cloreto estanoso (SnCl, 25%
dissolvido em &cido cloridrico HCI 20%) como agente redutor. A
concentracdo de mercurio presente nas amostras foi estimada a partir da
interpolacdo de suas absorbancias a absorbancia de uma curva padrédo de
mercurio (0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 ug/L), obtidas a 253,7 nm, por meio de
lampada de catodo oco especifica para mercurio.

3.7. Analises Bioquimicas em Soro

Apbs os testes comportamentais 0s animais foram previamente
anestesiados com isoflurano e o sangue foi coletado utilizando a técnica
da puncdo infra-orbital com capilares heparinizados. Ap6s a coleta o
sangue foi centrifugado durante 5 minutos a uma velocidade de 3900 x g
a 25 °C para obtengdo do soro. Apds a centrifugacdo o soro foi separado
e armazenado em geladeira a temperatura de 2 — 8 °C para posterior
determinacdo da atividade das enzimas hepaticas ALT e AST. Além
disso, foram determinados os niveis de colesterol total, colesterol-HDL
e colesterol ndo-HDL.

3.7.1. Determinacéo da Atividade das Enzimas Hepaticas ALT e AST

Para determinar a atividade enzimatica de AST e ALT foram
utilizados kits comerciais (Biotécnica, Varginha, MG, Brasil) e
analisador automatizado BS120 Mindray (Mindray Medical
International Limited, Shenzhen, China), seguindo-se as instru¢des do
fabricante. O principio da metodologia empregada nesses kits, leva em
consideragdo que as enzimas AST e ALT catalisam a transferéncia
reversivel dos grupos amino do aspartato (AST) e da alanina (ALT) para
0 a-cetoglutarato, formando oxaloacetato (AST) ou piruvato (ALT) e
acido glutdmico. O oxaloacetato na presenca de malato desidrogenase, e
0 piruvato na presenca de lactato desidrogenase, reagem com o0 NADH
reduzindo-se a malato e lactato, respectivamente, enquanto o NADH
oxida-se a NAD™*. A velocidade de oxidacdo ou consumo do NADH
pode ser monitorada obtendo-se as absorbancias no comprimento de
onda de 340 nm, utilizando-se a metodologia de cinética enzimatica.
Assim, a velocidade de oxidagdo ou consumo do NADH é proporcional
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a atividade das enzimas AST e ALT. Os resultados sdo expressos em
U/L  (INTERNATIONAL FEDERATION OF  CLINICAL
CHEMISTRY, 1999).

3.7.2. Determinacédo dos Niveis de Colesterol Total

Para determinacdo dos niveis de colesterol total, foi utilizado kit
comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) e analisador
automatizado BS120 Mindray (Mindray Medical International Limited,
Shenzhen, China), seguindo-se as instru¢bes do fabricante e o principio
descrito a seguir, baseado em Allain et al. (1974). Os ésteres de
colesterol existentes na amostra sdo hidrolisados pela enzima colesterol
esterase produzindo o colesterol livre. A enzima colesterol oxidase, em
presenca de oxigénio, catalisa a oxidacdo do colesterol livre, produzindo
0 perdxido de hidrogénio. A enzima peroxidase catalisa a oxidagdo do
reagente fendlico (fenol) pelo peréxido de hidrogénio formado, em
presenca de 4 aminoantipirina, produzindo um composto rosa
(quinonimina) com méaximo de absor¢do em 505 nm. A intensidade da
cor é proporcional & concentracdo de colesterol na amostra. Os
resultados sdo expressos em mg/dL.

3.7.3. Determinacéo dos Niveis de Colesterol HDL e ndo-HDL

Para determinacéo dos niveis de colesterol total, foi utilizado kit
comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) e analisador
automatizado BS120 Mindray (Mindray Medical International Limited,
Shenzhen, China), seguindo-se as instru¢bes do fabricante e o principio
descrito a seguir. Inicialmente, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 3000 r.p.m. com fosfotungstato (16 mmol/L) e cloreto de
magnésio (3,5 mmol/L). Esses agentes promovem a precipitacdo de
quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (do inglés VLDL)
e lipoproteinas de baixa densidade. Apds a centrifugacdo o sobrenadante
contém as lipoproteinas de alta densidade (HDL), cujo colesterol pode
ser quantificado baseando-se no principio descrito acima para
determinacdo dos niveis de colesterol total (ALLAIN et al., 1974). Os
resultados foram expressos em mg/dL.

Os niveis séricos de colesterol ndo-HDL foram determinados
subtraindo o valor obtido de HDL do valor de colesterol total. Os
resultados foram expressos em mg/dL.
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3.8. Ensaio do Micronucleo

O teste do microndcleo foi realizado em cultura de linfécitos
obtidos do sangue total de humanos, baseado na técnica descrita por
Fenech (2000) com algumas modificacBes. Para a cultura de linfdcitos
0,5 mL do sangue total de humanos saudaveis foi adicionado a 3,9 mL
de meio de cultura RPMI, 1 mL de soro fetal bovino, 0,1 mL de
fitohemaglutinina (1 mg/mL), 60 pL de penicilina (5 mg/mL) e 25 pL
de estreptomicina (1 mg/mL). A cultura foi colocada em estufa a 37 °C.
Vinte horas apds, foi adicionado a cultura 25 pL de DMSO 0,25%, 25
uL de cloreto de MeHg 10 puM (diluido com DMSO 0,25%), 25 uL de
inosina 5 UM ou 25 pL de cloreto de MeHg 10 uM + 25 pL de inosina 5
M. A cultura foi colocada novamente em estufa a 37 °C. Vinte e quatro
horas depois foi realizado a retirada do DMSO, do MeHg e da inosina.
Para isso as culturas foram centrifugadas por 5 minutos a 1000 r.p.m, 0
sobrenadante foi retirado e adicionou-se 3 mL de PBS. A centrifugacéo
e adigcdo de PBS repetiram-se por mais duas vezes. Ao final da Gltima
lavagem o sobrenadante foi descartado restando apenas um sedimento
no fundo do tubo. Ao sedimento foi adicionado 3,9 mL de meio de
cultura RPMI, 1 mL de sangue fetal bovino, 0,1 mL de
fitohemaglutinina (1 mg/mL), 60 uL de penicilina (5 mg/mL), 25 uL de
estreptomicina (1 mg/mL) e 30 pL de citocalasina B (Img/mL). A
cultura foi colocada novamente em estufa a 37 °C por mais 28 h. Ap6s
28 h as culturas foram centrifugadas a 1000 r.p.m. durante 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e 0 sedimento ressuspenso com 3 mL de
solucdo hipotdnica de citrato de sédio 1%, 3 mL de solugdo fixadora
(contendo 75% de metanol e 25% de &cido acético) e 150 pL de
formaldeido 37%. As culturas foram novamente centrifugadas a 1000
r.p.m. durante 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso com 5 mL de solucdo fixadora. Esse procedimento foi
realizado por mais 1 vez. Apos a Ultima centrifugacdo o sobrenadante
foi retirado restando cerca de 0,5 mL de solugdo fixadora, a qual foi
utilizada para ressuspender o sedimento. O volume de 150 pL da
suspensdo celular foi distribuido em laminas previamente limpas,
utilizando pipeta de Pasteur, as laminas foram secas a temperatura
ambiente e em seguida foram coradas com solug¢do de Giemsa diluida
em agua na propor¢do 1:15. Por fim as laminas foram novamente secas
a temperatura ambiente, seladas com meio de montagem répida e sem
agua (Entellan®, Merck).

A andlise foi realizada em microscépio 6ptico (Marca Carl
Zeiss Microlmaging GmBH, modelo Primo Star). As laminas
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preparadas foram inicialmente avaliadas na objetiva de 20X visando
uma rapida varredura para averiguar as condicdes das células. Na
sequéncia, as laminas viaveis foram analisadas na objetiva de 40X,
sendo determinado o nimero de células binucleadas micronucleadas em
1000 células binucleadas. Durante a leitura, ao localizar as células com
micronucleos, realizou-se a troca da objetiva de 40X pela objetiva de
imersdo (100X), para avaliacdo das alteragcdes encontradas. As leituras
foram realizadas em teste cego, uma vez que as laminas foram
codificadas. Cada lamina foi analisada no minimo por dois analistas. Os
seguintes critérios foram seguidos para qualificar uma célula binucleada
micronucleada (FENECH et al., 2003):

e Célula com aparéncia oval ou arredondada, com
citoplasma intacto, ndcleos similares (redondos ou
ovais) e nitidamente delimitados;

e Considerou-se micronucleo, fragmentos com tamanho
entre 1/16 e 1/3 do tamanho dos ndcleos principais,
coloragdo semelhante aos ndcleos principais, sem
emissdo de refringéncia e sem sobreposicdo a qualquer
um dos nucleos principais.

3.9. Analise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padréo da
media (E.P.M.). As analises estatisticas entre 0s grupos experimentais
foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. Valores de p menores
que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de
significancia. Foi utilizando o software Graph Pad Prism (2005, San
Diego, CA) versao 4.03.
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4, Resultados

4.1. Consumo de Liquidos

De acordo com a tabela 1 pode-se observar que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa com relagdo ao consumo de
liquidos entre os grupos avaliados em nenhum dos pontos avaliados.

Tabela 1. Consumo de liquidos (ml/animal). Os dados foram avaliados
pela analise de variancia de duas vias (do inglés two-away ANOVA) de
medidas repetidas. n=6

Grupo Dias de Exposicéo Total
la3 4a6 7a9 10al2 13al5

Controle 15,00 21,30 21,50 22,30 20,75 100,85

Inosina 17,00 23,00 20,5 23,5 15,00 99,00

MeHg 13,50 18,20 21,16 22,20 18,66 93,72

MeHg + 18,30 20,50 22,16 22,70 16,50 100,16
Inosina

A partir do consumo médio de liquidos e do peso médio de cada
animal durante os 15 dias de exposi¢do ao MeHg, podemos calcular a
dose diaria média de MeHg para 0s grupos expostos e tratados com
veiculo (6,71 mg/kg de peso corporal) e inosina (7,01 mg/kg de peso
corporal).

4.2. Teste da Barra Giratéria

De acordo com a figura 3 os animais que ingeriram solugéo de
cloreto de MeHg 40 mg/L durante 15 dias consecutivos ad libitum
(grupo exposto) e foram tratados com wveiculo (10 ml/kg, i.p.)
apresentaram uma reducdo significativa (61 + 10%) no tempo de
laténcia para cair da barra (média = 19,39 * 4,84 s) quando comparados
aos animais que ingeriram apenas agua ad libitum (grupo néo exposto)
tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.) (média = 49,54 + 2,91 s). O
tratamento com inosina apenas na dose de 10 mg/kg, i.p., uma vez ao
dia, durante 15 dias consecutivos, foi capaz de prevenir, de forma
significativa (94 + 28%; média = 37,67 + 5,40 s), a redugcdo no tempo
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laténcia para cair da barra induzida pela exposicdo ao cloreto de MeHg
40 mg/L. Ainda na figura 3 pode-se observar que o tratamento com
inosina na dose de 100 mg/kg, i.p., uma vez ao dia, durante 15 dias
consecutivos em animais pertencentes ao grupo ndo exposto reduziu o
tempo de laténcia para cair da barra quando comparado aos animais
pertencentes ao grupo ndo exposto tratados com veiculo 10 ml/kg, i.p.

Figura 3. Efeito da inosina no desempenho motor (teste da barra
giratdria) de animais expostos ao cloreto de MeHg.

[—JVeiculo (10ml/kg, i.p.) B nosina (3 mg/kg, i.p.)
B Inosina (10 mg/kg, i.p.) EE2 Inosina (30 mg/kg, i.p.)
IIDInosina (100 mg/kg, i.p.)
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Desempenho motor de animais tratados com inosina (3 — 100 mg/kg,
i.p.), uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, expostos ou ndo a
uma solucéo de cloreto de MeHg (40 mg/L). O desempenho motor esta
representado como a laténcia para cair da barra giratéria (segundos). Os
dados estdo expressos como a média * erro padrdo da média (E.P.M.) e
foram avaliados pela andlise de variancia de duas vias (do inglés two-
away ANOVA) seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com
0 grupo que ingeriu agua ad libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.).
# representa diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad
libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). n = 6 — 12 animais por

grupo.

De acordo com o que estd representado na figura 4, a co-
administracdo de cafeina (3 mg/kg, i.p.) com inosina (10 mg/kg, i.p.)
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uma vez ao dia, durante 15 dias consecutivos, em animais pertencentes
ao grupo exposto, aboliu completamente (média = 14,98 + 3,80 s) a
prevencdo promovida pela inosina (média = 39,06 + 6,10 s) na redugdo
do tempo de laténcia para cair da barra induzida pela exposi¢do ao
cloreto de MeHg 40 mg/L (média = 16,14 + 3,93 s).

Figura 4. Influéncia da cafeina no efeito da inosina em relagcdo ao
desempenho motor (teste da barra giratéria) de animais expostos ao
cloreto de MeHg.
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Os animais foram coadministrados com inosina e cafeina (10/3 mg/kg,
i.p.), uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, a fim de se avaliar a
influéncia da cafeina sobre o efeito da inosina em relagdo ao
desempenho motor de animais expostos ou ndo a uma solucéo de cloreto
de MeHg (40 mg/L). O desempenho motor esta representado como a
laténcia para cair da barra giratéria (segundos). Os dados estdo
expressos como a média + E.P.M. e foram avaliados pela ANOVA de
duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com
0 grupo que ingeriu agua ad libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.).
# representa diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad
libitum tratado com veiculo (10 mi/kg, i.p.). $ representa diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad libitum tratado com inosina
(10 mg/Kkg, i.p.). n = 6-12 animais por grupo.
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4.3. Teste do Grau de Retracdo dos Membros Posteriores

Os dados representados na figura 5 mostram que 0s animais
pertencentes ao grupo exposto, tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.),
apresentaram uma elevacdo significativa (157 + 23%) no escore
representativo do grau de retracdo dos membros posteriores (média =
1,277 £ 0,115) quando comparados aos animais pertencentes ao grupo
ndo exposto tratados com veiculo 10 mil/kg, i.p. (média = 0,497 +
0,114). Pode-se observar que o tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.),
uma vez ao dia, durante 15 dias consecutivos, foi capaz de promover
uma reducdo significativa (52 £ 10%), no escore representativo do grau
de retracdo dos membros posteriores (média = 0,6696 + 0,125) quando
comparado ao grupo exposto tratado com veiculo 10 ml/kg, i.p. (média
=1,277 £ 0,115).

De acordo com a figura 5, a coadministracdo de cafeina (3
mg/kg, i.p.) com inosina (10 mg/kg, i.p.) uma vez ao dia, durante 15
dias consecutivos, em animais pertencentes ao grupo exposto, reverteu
significativamente (63 + 23%) a prevencdo promovida pela inosina na
elevacdo do escore representativo do grau de retracdo dos membros
posteriores induzida pela exposi¢cdo ao cloreto de MeHg 40 mg/L
(média = 1,081 + 0,152).
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Figura 5. Efeito da inosina e influéncia da cafeina no efeito da inosina
em relacdo ao teste de retracdo dos membros posteriores em animais
expostos ao cloreto de MeHg
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Escore representativo da retracdo dos membros posteriores junto ao
abdémen de animais tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.) ou
coadministrados com inosina e cafeina (10/3 mg/kg, i.p.), uma vez ao
dia durante 15 dias consecutivos, expostos ou ndo a uma solucdo de
cloreto de MeHg (40 mg/L). A retracdo dos membros posteriores junto
ao abddmen esta representada pelo escore. Os dados estdo expressos
como a média + E.P.M. e foram avaliados pela ANOVA de duas vias
seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
que ingeriu &gua ad libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). #
representa diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad
libitum tratado com wveiculo (10 mi/kg, i.p.). $ representa diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad libitum tratado com inosina
(10 mg/kg, i.p.). n = 6-12 animais por grupo.

4.4, Teste da Caminhada na Viga

Conforme os dados representados na figura 6, os animais
pertencentes ao grupo exposto, tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.),
apresentaram um aumento significativo (167 + 67%) no tempo
despendido para percorrer toda a extensdo da viga até a caixa de
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seguranca (média = 46,88 £ 11,93 s), quando comparados aos animais
pertencentes ao grupo nao exposto tratados com veiculo 10 mi/kg, i.p.
(média = 17,71 £ 2,53 s). O tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.),
uma vez ao dia, durante 15 dias consecutivos, foi capaz de promover
uma reducdo significativa (87 + 10%) no tempo despendido para
percorrer toda a extensdo da viga até a caixa de seguranca (média =
21,57 = 3,06 s) quando comparado ao grupo exposto tratado com
veiculo 10 ml/kg, i.p. (média = 46,88 + 11,93 s).

Figura 6. Efeito da inosina no desempenho motor (teste da caminhada
na viga) de animais expostos ao cloreto de MeHg.
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Desempenho motor de animais tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.),
uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, expostos ou ndo a uma
solucdo de cloreto de MeHg (40 mg/L). O desempenho motor estd
representado como o tempo despendido pelo animal para percorrer toda
a extensdo da viga até a caixa de seguranca (segundos). Os dados estdo
expressos como a média + E.P.M. e foram avaliados pela ANOVA de
duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com
0 grupo que ingeriu agua ad libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.).
# representa diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad
libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). n = 7 — 8 animais por grupo.
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4.5, Teste do Poste

De acordo com as figuras 7A e 7B, pode-se observar que 0s
animais pertencentes ao grupo exposto, tratados com veiculo (10 ml/kg,
i.p.), apresentaram um aumento significativo (465 = 113%; média =
63,88 + 12,82 s) no tempo de laténcia para se virar completamente com
a cabeca em direcdo ao chdo, apds serem colocados no poste (figura
7A), bem como, no tempo despendido para descer o poste até o chdo
apos terem se virado completamente (362 + 78%; média = 89,67 + 15,20
s) (figura 7B), quando comparados aos animais pertencentes ao grupo
nado exposto tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.) (média = 11,30 + 4,32
se 19,4 £ 7 s, respectivamente). Ainda de acordo com as figuras. 7A e
7B, o tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia, durante
15 dias consecutivos, ndo foi capaz de prevenir a alteragdo
comportamental induzida pela exposic¢do ao cloreto de MeHg 40 mg/L,
em nenhum dos parametros avaliados (média = 90,82 + 12,83 s e 99,25
+ 11,77 s, respectivamente).

Figura 7. Efeito da inosina no desempenho motor (teste do poste) de
animais expostos ao cloreto de MeHg.
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Desempenho motor de animais tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.),
uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, expostos ou ndo a uma
solucdo de cloreto de MeHg (40 mg/L). O desempenho motor estd
representado como a laténcia para o animal se virar completamente com
a cabeca em direcdo ao chao, apos ser colocados no poste (A) e 0 tempo
despendido para descer o poste até o chdo apds ter se virado
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completamente (B). Os dados estdo expressos como a média = E.P.M e
foram avaliados pela ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de
Bonferroni. * representa diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparado com o grupo que ingeriu dgua ad libitum
tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). NS indica diferenca ndo
significativa entre os grupos. n = 9 — 12 animais por grupo.

4.6. Determinacdo dos Niveis de Citocinas e BDNF

Os dados representados nas figuras 8A-E correspondem a
determinacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, anti-inflamatoria
e BDNF no cerebelo. De acordo com as figuras. 8A-B a exposic¢do ao
cloreto de MeHg 40 mg/L ndo foi capaz de promover quaisquer
alteragdes nos niveis cerebelares de TNF-a (figura 8A) (média = 2,45 +
0,23) ou IL-1p (figura 8B) (média = 1,41+ 0,12), quando comparado ao
grupo nado exposto (média = 2,18 £ 0,29 e 1,38 £ 0,14, respectivamente).
Por outro lado, a exposi¢do ao cloreto de MeHg 40 mg/L durante 15
dias consecutivos promoveu uma reducdo significativa nos niveis
cerebelares de IL-1Ra (figura 8C) (22 + 8%; média = 5,83 + 0,57) e IL-6
(figura 8D) (28 * 5%; média = 0,27 £ 0,02) quando comparado ao grupo
ndo exposto (média = 7,45 + 1,67 e 0,37 £ 0,04, respectivamente). O
tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) durante 15 dias consecutivos,
foi capaz de prevenir significativamente (aproximadamente 100%) a
reducdo dos niveis de IL-6 (figura 8D) (média = 0,36 £ 0,03) induzida
pela exposicdo ao cloreto de MeHg 40 mg/L, sem afetar a redugdo dos
niveis de IL-1Ra (fig. 8C) (média = 5,95 + 0,17). Ainda segundo as
figuras 8C-D, o tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) durante 15 dias
consecutivos em animais pertencentes ao grupo nao exposto, reduziu
significativamente os niveis cerebelares de IL-1Ra (figura 8C) e IL-6
(figura 8D) quando comparado ao grupo ndo exposto tratado com
veiculo (10 ml/kg, i.p.).

Conforme demonstrado na figura 8E, a exposi¢do ao cloreto de
MeHg 40 mg/L durante 15 dias consecutivos, promoveu uma elevago
significativa (52 = 14%) nos niveis cerebelares de BDNF (média =
0,826 + 0,076), quando comparado ao grupo ndo exposto (média =
0,543 £ 0,052). Ja o tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) durante 15
dias consecutivos, foi capaz de prevenir significativamente
(aproximadamente 100%; média = 0,53 £ 0,09) a elevacdo dos niveis de
BDNF induzida pela exposicéo ao cloreto de MeHg 40 mg/L.
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Figura 8. Efeito da inosina nos niveis de citocinas e BDNF no cerebelo
de animais expostos ao cloreto de MeHg.
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Niveis das citocinas TNF-a (A), IL-1-B (B), IL-1Ra (C) e IL-6 (D) e de
BDNF (E) no cerebelo de animais tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.),
uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, expostos ou ndo a uma
solucédo de cloreto de MeHg (40 mg/L). Os resultados estdo expressos
como pg de citocina/mg de proteina. Os dados estdo expressos como a
média = E.P.M e foram avaliados pela ANOVA de duas vias seguido do
teste post hoc de Bonferroni. * representa diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado com 0 grupo que ingeriu agua
ad libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). # representa diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad libitum tratado com veiculo
(10 ml/kg, i.p.). n = 6 — 8 animais por grupo.

4.7. Determinacdo das Atividades da GPx e GR

Nas figuras 9A-B estdo representados os dados referentes as
atividades das enzimas GPx e GR no cerebelo. De acordo com a figura
9A a exposicdo ao cloreto de MeHg 40 mg/L durante 15 dias
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consecutivos promoveu uma redugdo significativa na atividade da
enzima GPx (13 £ 4%; média = 6,05 + 0,28), quando comparado ao
grupo ndo exposto tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.) (média = 6,93 +
0,17). O tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) durante 15 dias
consecutivos, ndo foi capaz de prevenir a reducdo na atividade da GPx
(média = 5,79 * 0,13) induzida pela exposi¢do ao cloreto de MeHg 40
mg/L. Ainda conforme a figura 9A, o tratamento com inosina (10
mg/kg, i.p.) durante 15 dias consecutivos em animais pertencentes ao
grupo nado exposto, reduziu significativamente (16 + 2%; média = 5,65 +
0,39) a atividade da GPx quando comparado ao grupo nao exposto
tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.).

De acordo com a figura 9B a exposic¢do ao cloreto de MeHg 40
mg/L durante 15 dias consecutivos ndo foi capaz de promover quaisquer
alteragdes na atividade enzimética da GR (média = 2,067 + 0,19)
guando comparado ao grupo nao exposto tratado com veiculo (10 ml/kg,
i.p.) (média = 2,34 £ 0,15). O tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.)
durante 15 dias consecutivos também ndo promoveu quaisquer
alteragdes na atividade da GR (média = 1,98 + 0,13) quando comparado
tanto ao grupo exposto quanto ao grupo ndo exposto tratados com
veiculo (10 ml/kg, i.p.).

Figura 9. Efeito da inosina na atividade das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) no cerebelo de animais
expostos ao cloreto de MeHg.
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Atividade das enzimas GPx e GR no cerebelo de animais tratados com
inosina (10 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos,
expostos ou ndo a uma solucdo de cloreto de MeHg (40 mg/L). Os
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resultados estdo expressos como nmol/min/mg de proteina. Os dados
estdo expressos como a média £ E.P.M e foram avaliados pela ANOVA
de duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com
0 grupo que ingeriu agua ad libitum tratado com veiculo (10 mil/kg, i.p.).
n =6 — 8 animais por grupo.

4.8. Determinacao do Contetido de Mercurio no Cerebelo

Segundo a figura 10, pode-se verificar que os animais expostos ao
cloreto de MeHg 40 mg/L durante 15 dias consecutivos e tratados com
veiculo (10 ml/kg, i.p.), apresentaram uma concentracao
significativamente maior de mercurio no cerebelo (média = 6,35 + 0,73)
guando comparados aos animais pertencentes ao grupo nao exposto
tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.) (média = 0,494 + 0,063). Ainda de
acordo com a figura 10, pode-se observar que o tratamento com inosina
(10 mg/kg, i.p.) durante 15 dias consecutivos, ndo foi capaz de prevenir
(média = 4,99 + 0,54) a elevagdo nos niveis cerebelares de mercurio
induzida pela exposicéo ao cloreto de MeHg 40 mg/L.

Figura 10. Efeito da inosina na concentracdo de mercirio no cerebelo
de animais expostos ao cloreto de MeHg.
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Concentracdo de mercurio no cerebelo de animais tratados com inosina
(10 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, expostos
ou ndo a uma solugdo de cloreto de MeHg (40 mg/L). Os resultados
estdo expressos como pg de Hg/g de tecido. Os dados estdo expressos
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como a média £ E.P.M e foram avaliados pela ANOVA de duas vias
seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
que ingeriu agua ad libitum tratado com veiculo (10 mil/kg, i.p.). n =5 -
6 animais por grupo.

4.9. Determinaco da Atividade das Enzimas Hepaticas ALT e AST

De acordo com as figuras 11A e 11B, 0s animais expostos ao
cloreto de MeHg 40 mg/L durante 15 dias consecutivos e tratados com
veiculo (10 ml/kg, i.p.), apresentaram uma elevacdo significativa na
atividade sérica das enzimas hepaticas ALT (figura 11A) (66 = 20%;
média = 116,6 + 13,83) e AST (figura 11B) (77 + 15%; média = 178,3 +
14,79), quando comparados aos animais pertencentes ao grupo néo
exposto tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.) (média = 70,16 + 8,16 €
100,8 = 11,80, respectivamente). Pode-se observar que o tratamento
com inosina (10 mg/kg, i.p.) durante 15 dias consecutivos, foi capaz de
prevenir apenas a elevacdo na atividade sérica da enzima hepatica ALT
(figura 11A) (82 + 16%; média = 79,61 + 7,32), induzida pela exposi¢do
ao cloreto de MeHg 40 mg/L, sem interferir na elevacdo da atividade
sérica da enzima hepatica AST (figura 11B) (média = 200,1 + 15,45).

Figura 11. Efeito da inosina na atividade das enzimas hepéticas de
animais expostos ao cloreto de MeHg.
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mg/Kkg, i.p.), uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos, expostos ou
ndo a uma solucdo de cloreto de MeHg (40 mg/L). Os dados estdo
expressos como a média + E.P.M e foram avaliados pela ANOVA de
duas vias seguido do teste post hoc de Bonferroni. * representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com
0 grupo que ingeriu agua ad libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.).
# representa diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparado com o grupo que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad
libitum tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.). n = 6 — 12 animais por

grupo.

4.10. Determinacdo dos Niveis de Colesterol Total, HDL e Colesterol
Né&o-HDL

As figuras 12A-C representam os dados correspondentes aos
niveis de colesterol total, HDL e colesterol ndo-HDL. De acordo com a
figura 12A, os animais expostos ao cloreto de MeHg 40 mg/L durante
15 dias consecutivos e tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.),
apresentaram elevacao significativa (21,42%; média = 124,7 + 3,93) nos
niveis sanguineos de colesterol total, quando comparados aos animais
pertencentes ao grupo ndo exposto tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.)
(média = 102,7 £ 2,41). O tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.)
durante 15 dias consecutivos, ndo foi capaz de prevenir (média = 128,0
* 4,06) a elevacdo nos niveis sanguineos de colesterol total induzida
pela exposicdo ao cloreto de MeHg 40 mg/L (figura 12A).

Segundo os dados mostrados na figura 12B a exposicdo ao cloreto
de MeHg 40 mg/L ndo foi capaz de promover alteragBes significativas
nos niveis sanguineos de HDL (média = 83,53 + 3,39), quando
comparado ao grupo ndo exposto tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.)
(média = 75,99 + 2,88). Diferentemente, o tratamento com inosina (10
mg/kg, i.p.) durante 15 dias consecutivos, em animais pertencentes ao
grupo exposto, promoveu elevacdo significativa nos niveis sanguineos
de HDL (35 £ 12% e 23 + 11%; média = 102,7 = 9,01), quando
comparado tanto ao grupo ndo exposto (média = 75,99 + 2,88) quanto
ao grupo exposto (média = 83,53 + 3,39) tratados com veiculo (10
ml/kg, i.p.).

Por fim, conforme mostrado na figura 12C, a exposi¢éo ao cloreto
de MeHg 40 mg/L, promoveu uma elevacdo significativa (73 + 8%;
média = 52,29 + 2,29) nos niveis sanguineos de colesterol ndo-HDL,
quando comparado ao grupo ndo exposto tratado com veiculo (10 ml/kg,
i.p.) (média = 30,23 + 3,65). Ainda em relagdo a figura 12C, pode-se
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observar que o tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) durante 15 dias
consecutivos foi capaz de prevenir (83 + 35%; média = 33,89 + 7,68) a
elevacdo nos niveis sanguineos de colesterol ndo-HDL induzida pela
exposicdo ao cloreto de MeHg 40 mg/L.

Figura 12. Efeito da inosina nos niveis de lipideos de animais expostos
ao cloreto de MeHg
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Niveis de colesterol total (A), HDL (B) e colesterol ndo-HDL (C) de
animais tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia durante
15 dias consecutivos, expostos ou ndo a uma solucdo de cloreto de
MeHg (40 mg/L). Os dados estdo expressos como a média + E.P.M e
foram avaliados pela ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de
Bonferroni. * representa diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparado com o grupo que ingeriu agua ad libitum
tratado com wveiculo (10 ml/kg, i.p.). # representa diferenca
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estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
que ingeriu cloreto de MeHg (40 mg/L) ad libitum tratado com veiculo
(10 ml/kg, i.p.). n =9 — 12 animais por grupo.

4.11. Ensaio do Micronucleo

Conforme representado na figura 13, a exposicdo ao cloreto de
MeHg (10 uM) induziu significativamente a formacdo de MN na cultura
de linfdcitos, quando comparado ao grupo ndo exposto (média = 7,25 +
1,35 vs 2,27 + 0,28). Por outro lado, a inosina (5 uM) foi capaz de
prevenir significativamente a formacéo de MN induzida pelo cloreto de
MeHg (média = 3,10 + 0,1 vs 7,25 + 1,35).

Figura 13. Efeito da inosina diante da formacdo de MN em cultura de
linfocitos humanos exposta ao cloreto de MeHg
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diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com
0 grupo exposto ao cloreto de MeHg (10 pM). n =6 — 8.
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5. Discusséo

Desde os episddios ocorridos no Japdo nos anos 50 e no Iraque
no inicio dos anos 70 esforcos significativos tém sido feitos na tentativa
de esclarecer os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento dos
sintomas decorrentes da exposicdo ao MeHg. Neste sentido, estudos
epidemioldgicos e experimentais fornecem informacgdes importantes a
respeito das alteracbes comportamentais observadas em animais
expostos a0 MeHg, as quais corroboram os achados em humanos. No
inicio dos anos 50 um estudo epidemioldgico realizado no distrito de
Minamata demonstrou que gatos alimentados com uma dieta rica em
peixes apresentavam uma condi¢do chamada de “doenca da danga” (do
inglés dancing disease), caracterizada principalmente por distirbios do
movimento, convulsbes e morte. Da mesma forma, outro estudo
epidemiolégico realizado no Canada demonstrou que gatos alimentados
com peixes desenvolveram sintomas neurolégicos como, por exemplo,
marcha atéxica, movimentos involuntarios, uivos descontrolados e
convulsdes. Sintomas semelhantes a esses também foram observados em
estudos experimentais usando gatos, cachorros, macacos, peixes, ratos e
camundongos. Em comum, tais estudos experimentais demonstraram
gue distirbios do movimento, especialmente ataxia e perda da
coordenacdo e do equilibrio, compreendem as principais alteracdes
comportamentais em animais expostos a0 MeHg (KITAMURA et al.,
1957; TAKEUCHI et al., 1977, CHARBONNEAU et al., 1976;
MATTSSON et al., 1981; INOUYE; MURAO; KAJIWARA, 1985;
DIETRICH et al., 2005).

Considerando os achados obtidos a partir de estudos
epidemiolégicos e experimentais aliado ao fato da exposicdo oral
representar a principal forma de contato humano com o MeHg e sua
excelente absorcdo no trato gastrointestinal, Dietrich et al. (2005)
elaboraram um protocolo experimental no qual camundongos Swiss sdo
expostos ao MeHg a fim de ampliar os conhecimentos acerca dos
distarbios de movimento promovidos pelo metal pesado. Neste
protocolo experimental, é disponibilizado aos animais uma solucéo de
cloreto de MeHg (11) 40 mg/L, sendo que os camundongos ingerem ad
libitum durante um periodo de 15 ou 21 dias. Salienta-se que a utilizagdo
deste protocolo teve boa aceitacdo pela comunidade cientifica, uma vez
gque permitiu observar que a exposicdo ao MeHg induziu uma
consideravel deficiéncia no desempenho locomotor dos animais. Tais
alteracGes foram observadas nos testes do campo aberto, da caminhada
na viga, do grau de retracdo dos membros posteriores, da pegada e no
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teste da barra giratéria, corroborando dados de estudos prévios e
subsequentes que mostram que os distrbios de movimento
compreendem 0s marcadores comportamentais da intoxicagcdo por
MeHg tanto em animais quanto em humanos (DIETRICH et al., 2005;
FARINA et al., 2005; EKINO et al., 2007; MURATA et al., 2007).

Sendo assim, o0 presente estudo utilizou o protocolo
experimental descrito por Dietrich et al. (2005), utilizando um periodo
de exposicdo ao MeHg de 15 dias consecutivos. O estudo usado como
referéncia demonstrou que a exposi¢do a solucdo de 40 mg/L de MeHg
por um periodo de 15 dias promove as mesmas alteracdes motoras e na
mesma intensidade que a exposi¢do durante 21 dias. No entanto, ao final
dos 15 dias de exposicdo a taxa de mortalidade dos animais €
significativamente maior quando comparada a exposi¢do por 21 dias
(85% vs 0%). Além disso, estima-se que com esse protocolo seja
alcangado uma dose didria de MeHg de 7 mg/kg de peso corporal,
bastante semelhante a dose utilizada em outros estudos experimentais
onde 0 MeHg é administrado pela via intraperitoneal ou subcutanea e
promove alteragBes comportamentais semelhantes (KOBAYASHI et al.,
1981; STRINGARI et al., 2006). De acordo com nosso resultados,
encontramos uma dose diaria média de 6,70 mg/kg de peso corporal
para 0 grupo exposto tratado com veiculo (10 ml/kg, i.p.), bastante
semelhante a dose diaria descrita pela literatura (7 mg/kg de peso
corporal).  Ademais, o protocolo descrito por Dietrich et al. (2005)
possui a vantagem de apresentar similaridade com a principal forma de
exposi¢do humana ao MeHg (exposicédo oral), bem como a auséncia de
injecdes didrias, evitando desconforto aos animais, conferindo excelente
praticidade e permitindo a exposicdo por longos periodos (p.ex. varios
meses usando baixas doses).

Dessa forma, o0s resultados obtidos no presente estudo
corroboram dados da literatura, uma vez que a exposi¢do a solucdo de
MeHg 40 mg/L durante 15 dias consecutivos foi capaz de promover
deficit motor significativamente maior quando comparado aos animais
ndo expostos. Os distlrbios de movimento puderam ser observados nos
testes da barra giratoria, retragdo dos membros posteriores, caminhada
na viga e no teste do poste.

Esses testes comportamentais avaliam, sobretudo, a
coordenacdo motora do animal. Assim, esta bem estabelecido que uma
das principais estruturas do SNC envolvida no controle motor é o
cerebelo. Sugere-se que o cerebelo contribui para a aquisicdo espacial e
sensorial, bem como para a predicdo das consequéncias sensoriais do
movimento. Evidéncias clinicas demonstram que pacientes com leséo
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cerebelar sdo caracterizados por apresentarem distirbios na precisao e
coordenacdo dos movimentos, como, por exemplo, distdrbios de
movimentos oculares, distdrbios de fala, distirbios de movimentos de
membros inferiores e prejuizo na postura e marcha (Para revisdo ver
MANTO et al.,, 2012). Com relacdo aos movimentos de membros
inferiores, tem sido demonstrado que pardmetros cinematicos dos
movimentos sdo afetados por lesdes cerebelares, uma vez que, sdo
comuns 0 aparecimento de erros de posicdo, ajuste direcional e
velocidade dos movimentos, sendo que, tanto a iniciagdo quanto o
término do movimento sdo prejudicados (Para revisdo ver MANTO et
al.,, 2012; GOODKIN et al., 1993). Além disso, diversos modelos
animais tém demonstrado que danos a circuitaria cerebelar,
especialmente mutagbes genéticas relacionadas as células de Purkinje,
células da camada granular do cerebelo e células de Golgi, sdo capazes
de promover distdrbios motores significativos tanto em animais jovens
guanto em adultos. Tais distirbios motores sdo caracterizados por perda
da coordenagdo motora, tremor em repouso e durante 0 movimento e
ataxia com instabilidade da marcha, a qual mostra-se tdo grave que
animais adultos ndo conseguem ficar em pé sem desequilibrarem ou
mesmo mover um passo sem cair. Ademais, também pode-se observar
imobilidade extrema, devido a hipertonia rigida e um balanceio lateral, o
gual obriga os animais a inclinarem-se contra a parede das gaiolas para
evitar alguma queda (Para revisdo ver SWINNY; VAN DER
WANT; GRAMSBERGEN, 2005; RAKIC; SIDMAN, 1973,
GRUSSER-CORNEHLS, 1995; HERRUP; WILCZYNSKI, 1982).
Sendo assim, pode-se sugerir que o deficit motor observado nos animais
expostos a0 MeHg, muito provavelmente devem-se a lesfes no cerebelo
promovidas pelo metal pesado. De fato, alguns trabalhos tém
demonstrado que o MeHg possui capacidade de acumular-se no
cerebelo, bem como de promover alteracdo na citoarquitetura cerebelar
(GLASER et al., 2013; ROOS et al., 2010; de FREITAS et al., 2009;
FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011). Os resultados obtidos no
presente trabalho, por espectrometria de absorcdo atdmica utilizando a
técnica de vapor frio, corroboram dados da literatura, uma vez que, foi
possivel encontrar niveis significativamente maiores de mercirio no
cerebelo de animais expostos ao MeHg 40 mg/L durante 15 dias
consecutivos, quando comparado aos animais ndo expostos reforcando
que as alteragcbes comportamentais promovidas pelo MeHg estdo
relacionadas com seu acUimulo no cerebelo e consequente dano as
células que constituem o tecido cerebelar.
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Diante do exposto, diversos estudos tém procurado investigar o
efeito de diferentes drogas diante das alteracBes comportamentais
promovidas pelo MeHg. No entanto, nenhum estudo procurou investigar
0 potencial efeito protetor da inosina diante da exposicdo ao MeHg,
apesar de estar bem estabelecido que a mesma desempenha importantes
efeitos  biolégicos, como, por exemplo, anti-inflamatério,
antinociceptivo, cardiovascular e neuroprotetor (HASKO, et al., 2000a;
2000b; MARTON, et al.,, 2001; GOMEZ; SITKOVSKY, 2003; da
ROCHA LAPA et al, 2013; MACEDO-JUNIOR et al., 2013;
NASCIMENTO, et al., 2010; JUHASZ-NAGY; AVIADO, 1977,
AVIADO, 1978; BENOWITZ, et al., 1999; WU, et al., 2003; CHEN, et
al., 2002; SHEN, et al., 2005).

Os resultados aqui apresentados, demonstram pela primeira vez
gue a inosina, um nucleosideo enddgeno, foi capaz de exercer um efeito
protetor diante da exposicdo ao MeHg. Inicialmente, objetivou-se
determinar em qual dose a inosina seria capaz de prevenir as alteragdes
comportamentais induzidas pelo MeHg. Para isso os animais foram
tratados com inosina (3 — 100 mg/kg) pela via intraperitoneal, uma vez
ao dia, durante os 15 dias de exposicdo ao MeHg. Apds esse periodo os
animais foram avaliados no teste da barra girat6ria, um dos testes mais
utilizados em protocolos experimentais que visam investigar as
alteragdes motoras promovidas pelo MeHg. Assim, foi possivel observar
gue apenas o tratamento com a dose de 10 mg/kg de inosina foi capaz de
prevenir o deficit motor induzido pelo MeHg no teste da barra giratéria.
A partir desse resultado a dose de 10 mg/kg foi adotada para investigar o
possivel efeito protetor da inosina em outros testes comportamentais.
Em seguida, foi demonstrado que a inosina 10 mg/kg foi capaz de
prevenir o deficit motor promovido pelo MeHg no teste de retracdo dos
membros posteriores e no teste da caminhada na viga.

Poucos estudos tém relatado o efeito da inosina frente ao
desenvolvimento de deficit motor em diferentes modelos experimentais.
Neste sentido, Chen et al. (2002) demonstraram de maneira interessante
gue a infusdo de inosina no ventriculo lateral foi capaz de prevenir o
deficit motor de ratos apds ocluséo da artéria cerebral média. Em outro
estudo, Smith et al. (2007) demonstraram que a infusdo continua de
inosina 10 mM no ventriculo lateral durante 28 dias promoveu uma
recuperacdo significativa das fungbes motoras em um modelo de
traumatismo cranioencefalico. Além disso, um estudo investigou o
efeito da inosina em 36 pacientes portadores da Sindrome de Tourette,
caracterizada por movimentos repentinos (espasmos ou tiques motores)
e vocalizagOes. Este trabalho demonstrou que o tratamento diario com
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inosina (50 - 90 mg/kg) foi capaz de controlar a frequéncia de tiques
motores ou ndo motores em pelo menos 75% dos pacientes estudados,
mantendo-se efetiva no controle dos sintomas em pelo menos 50% dos
pacientes ap6s um ano de tratamento (CHENG; JIANG, 1990). Dessa
forma, dados da literatura corroboram os resultados obtidos no presente
trabalho, os quais claramente apontam para o0 importante efeito
preventivo da inosina diante dos deficits motores decorrentes da
exposicdo ao MeHg em diferentes modelos experimentais.

Ainda de acordo com os resultados dos testes comportamentais,
pode-se observar que o tratamento com inosina ndo foi capaz de
prevenir o deficit motor induzido pelo MeHg no teste do poste, em
nenhum dos pardmetros avaliados. O teste do poste tem sido
amplamente utilizado para detectar alteragdes na coordena¢do motora e
bradicinesia em modelos experimentais da Doenca de Parkinson
(OGAWA et al., 1985). Esta bem estabelecido que a Doenca de
Parkinson deve-se a uma reducdo significativa no conteldo
dopaminérgico na regido dos ganglios da base, especialmente na
substancia nigra pars compacta. Além disso, as alteracOes
comportamentais observadas no teste do poste tém sido prevenidas por
agonistas dopaminérgicos, tanto em modelos quimicos quanto genéticos
da Doenca de Parkinson (FLEMING et al., 2006). Diante do exposto,
parece que o componente dopaminérgico nos ganglios da base,
especialmente na substancia nigra pars compacta, & realmente
preponderante para 0 comportamento do animal observado no teste do
poste.

Sabe-se que nos ganglios da base (mais especificamente no
estriado) receptores A2A de adenosina e receptores D2 de dopamina
estdo colocalizados e fisicamente associados. Assim, considerando que
esses receptores desempenham efeitos opostos sobre a ciclase de
adenilil, a ativacdo de receptores A2A inibe a sinalizacdo dos receptores
D2 (Para revisdo ver SHOOK; JACKSON, 2011; FINK et al., 1992).
Sendo assim, podemos sugerir que a inosina esteja ativando receptores
A2A de adenosina nos ganglios da base e assim inibindo o componente
dopaminérgico necessario para o correto comportamento do animal no
teste do poste. Além disso, esse efeito contrabalancearia o possivel
efeito positivo que a inosina exerce, provavelmente via receptores Al de
adenosina, no cerebelo, conforme sera discutido a seguir. Dessa forma, a
hipotese formulada para o fato da inosina ndo ter prevenido o deficit
motor induzido pelo MeHg no teste do poste é a mesma postulada para o
fato dela ter prevenido o deficit motor nos outros testes
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comportamentais realizados (barra giratéria e retragdo dos membros
posteriores), sua interagdo com receptores de adenosina.

Nossa suposicdo é de que o efeito protetor da inosina diante do
deficit motor induzido pelo MeHg deva-se a ativacdo de receptores de
adenosina, uma vez que, conforme comentado anteriormente, diversos
trabalhos tém demonstrado sua capacidade de interagir com receptores
de adenosina e que seus diferentes efeitos bioldgicos dependem da
interacdo e ativacdo desses receptores (JIN et al, 1997;
(NASCIMENTO et al., 2010; HASKO et al., 2000a; 2000b; GOMEZ;
SITKOVSKY, 2003; HASKO; SITKOVSKY, SZABO, 2004; da
ROCHA LAPA et al., 2013; MACEDO-JUNIOR et al., 2013).

Neste sentido, sdo poucos 0s estudos que procuram investigar o
possivel efeito neuroprotetor da inosina e o envolvimento de receptores
de adenosina neste efeito. Em um estudo interessante, usando um
modelo de isquemia cerebral, Shen et al. (2005) demonstraram que a
administragdo intracerebroventricular de inosina (25 nmol/L em 25 pL)
apos oclusdo da artéria cerebral média em ratos, promoveu uma melhora
significativa da atividade locomotora e uma menor &rea de isquemia.
Ademais, 0 mesmo estudo demonstrou que a coadministracdo de inosina
com um antagonista seletivo de receptores A3 de adenosina, MRS1191,
preveniu significativamente o efeito protetor da inosina. Dessa forma,
esse trabalho sugere que o efeito protetor da inosina no referido modelo
de isquemia cerebral depende da ativacdo de receptores A3 de
adenosina, sendo um dos poucos a demonstrar que a inosina apresenta
efeito neuroprotetor e que esse efeito parece ser mediado por receptores
de adenosina. Diferentemente, estd consagrado na literatura o efeito
neuroprotetor desempenhado pela modulagdo de receptores de
adenosina em uma variedade de modelos experimentais (Para revisao
ver GOMES et al., 2011; STONE; CERUTI; ABBRACCHIO, 2009).
Diante do exposto, a fim de investigar o envolvimento de receptores de
adenosina no efeito protetor da inosina frente a exposicao ao MeHg, os
animais foram coadministrados, uma vez ao dia, com inosina (10
mg/kg) e cafeina (3 mg/kg), uma metilxantina antagonista nédo seletivo
de receptores de adenosina, durante os 15 dias de exposi¢do. De acordo
com os resultados obtidos, pode-se observar que a cafeina foi capaz de
prevenir o efeito protetor da inosina tanto no teste da barra giratéria
guanto no teste de retracdo dos membros posteriores, sugerindo que esse
efeito protetor da inosina diante do deficit motor induzido pelo MeHg
depende da ativacdo de receptores de adenosina.

Conforme comentado anteriormente, a cafeina é um antagonista
ndo seletivo de receptores de adenosina, assim como outras
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metilxantinas (p.ex. teobromina e teofilina), amplamente utilizada como
ferramenta farmacolégica para se demonstrar o envolvimento de
receptores de adenosina no efeito bioldégico de moléculas end6genas ou
exogenas. Por se tratar de um antagonista nao seletivo, 0 antagonismo
promovido pela cafeina ndo permite distinguir qual receptor de
adenosina estad sendo o principal mediador do efeito da inosina. No
entanto, enquanto em humanos a afinidade da cafeina é semelhante para
0s 4 subtipos de receptores de adenosina, em ratos tém sido sugerido
que a cafeina apresenta uma afinidade maior para o receptor A3 em
detrimento dos demais (Para revisdo ver MULLER; JACOBSON, 2011;
FREDHOLM et al., 1994; VAN GALEN et al., 1994). Além disso, no
cerebelo, uma das principais estruturas do SNC afetadas pelo MeHg, ha
expressdo principalmente dos receptores Al e A3 de adenosina, sendo
gue a expressdo do primeiro é aparentemente maior que a do segundo
(Para revisdo ver FREDHOLM et al., 2001; RIBEIRO; SEBASTIAO;
de MENDONCA, 2003).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a ativacdo de receptores
Al de adenosina pode interferir na neurotransmissao cerebelar. Neste
sentido, estudos tém demonstrado que o input excitatério proveniente
das fibras musgosas (do inglés mossy fibers) para as células granulares
do cerebelo € reduzido ap6s ativagdo de receptores Al localizados a
nivel pré-sindptico, ou seja, nas fibras musgosas. A ativagdo desses
receptores leva a reducdo na liberacdo de neurotransmissores, no caso 0
glutamato. Por outro lado as células granulares do cerebelo recebem um
input inibitério, mediado pelo neurotransmissor A&cido-y-butirico
(GABA) proveniente das células de Golgi. Tem sido demonstrado que a
ativacdo de receptores A1 na membrana das células de Golgi reduz a
liberacdo do neurotransmissor GABA e consequentemente ocorre
reducdo do input inibitério para as células granulares. As células
granulares por sua vez promovem um output excitatério para as células
de Purkinje, mediado pela liberacdo de glutamato. Constatou-se ainda
gue a ativacdo de receptores Al na membrana das células granulares
promove uma reducdo na liberacdo de glutamato, em um mecanismo
que envolve a reducdo no influxo de Ca?*, levando consequentemente a
redugdo do output excitatorio para as células de Purkinje (Para revisdo
ver COURJARET; MIRAS-PORTUGAL; DEITMER, 2012;
COURJARET; TROGER; DEITMER, 2009; KOCSIS; ENG;
BHISITKUL, 1984).

Dessa forma, fica evidente que a ativacdo de receptores Al de
adenosina é capaz de modular prontamente a neurotransmissdo
cerebelar, podendo interferir diretamente nas fungdes desempenhadas



68

pelo cerebelo. Muito provavelmente, o efeito protetor da inosina diante
das alteracdes motoras induzidas pelo MeHg deve-se a sua interacdo e
consequente ativacdo de receptores Al de adenosina. Sendo assim,
pode-se sugerir que a ativacdo de receptores Al de adenosina pela
inosina pode atenuar as alteracBes moleculares/bioquimicas promovidas
pelo MeHg no cerebelo, prevenindo as alteragbes comportamentais
correlacionadas. No entanto, ndo podemos descartar a possibilidade dos
receptores A3 de adenosina também estarem envolvidos nos efeitos
promovidos pela inosina.

Outro mecanismo pelo qual a inosina poderia estar prevenindo
as alteragcbes comportamentais induzidas pelo MeHg seria pela
prevencdo da elevacdo dos niveis cerebelares de mercdrio. Neste
sentido, pode-se observar que o tratamento com inosina (10 mg/kg)
durante os 15 de exposicdo ao MeHg, ndo foi capaz de prevenir a
elevacdo dos niveis cerebelares de mercurio. Portanto, pode-se descartar
a hipotese de que o efeito protetor da inosina se deva a uma possivel
interacdo com o sistema transportador de aminoacidos neutros do tipo L,
principal mecanismo utilizado pelo MeHg para atravessar as membranas
celulares.

Estudos experimentais in vitro e in vivo tém contribuido
sobremaneira para esclarecer os mecanismos moleculares/bioquimicos
envolvidos na neurotoxicidade induzida pelo MeHg (Para revisdo ver
FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011). Inicialmente foi demonstrado
gue a captacdo de mercurio pelo SNC de ratos é aumentada pela infuséo
continua de L-cisteina, sugerindo que o mercurio pode ser transportado
através da barreira hematoencefalica pelo sistema LAT. Em seguida foi
demonstrado que o MeHg penetra no SNC de ratos complexado com
cisteina através do sistema LAT, devido a semelhanga existente entre o
complexo MeHg/cisteina e a L-metionina, o substrato para o sistema de
transporte de aminoacidos LAT. Estudos in vitro demonstraram que a
superexpressao do transportador de aminoacidos LAT, especialmente o
LAT 1, esta associada a captacdo de MeHg na presenca de L-cisteina e a
reducdo da viabilidade de células de ovario de hamster chinés (do inglés
Chinese Hamster Ovary, CHO-k1). Assim, pode-se concluir que o
complexo MeHg-L-cisteina é um substrato para o sistema de transporte
LAT 1, o qual transporta 0 MeHg através das membranas contribuindo
para elevagdo nos niveis de mercirio no SNC ap6s exposi¢cdo ao MeHg
(KERPER; BALLATORI; CLARKSON, 1992; YIN, et al., 2008).

Uma vez no SNC o MeHg apresenta a capacidade de combinar-
se covalentemente com grupamentos sulfidril (tiol) de enzimas que
contém esses grupos funcionais, sugerindo que interagdes entre MeHg e
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tidis de proteinas e moléculas ndo protéicas contribuem para o
desenvolvimento da sua neurotoxicidade. Neste sentido, o sistema
antioxidante da glutationa (do inglés GSH, y -glutamyl-cysteinyl-
glycine) é um alvo importante para 0 MeHg. A capacidade redutora da
GSH é determinada pelas propriedades nucleofilicas de seus grupos
tiois, e sua atividade antioxidante depende de enzimas que catalisam sua
interacdlo com moléculas eletrofilicas enddgenas ou exdgenas,
particularmente a GPx e GR, as quais promovem a detoxificacdo de
peroxidos e reducdo da glutationa oxidada, respectivamente. Sabe-se
gue o MeHg interage diretamente com grupamentos tidis da GSH,
formando um complexo excretdvel GS-HgCHs, reduzindo, assim, 0s
niveis de GSH (KAUR; ASCHNER; SYVERSEN, 2006; STRINGARI
et al, 2008; ZHU et al., 2006; DRINGEN, 2000; BALLATORI;
CLARKSON, 1982). Além disso, alguns estudos tém demonstrado que
0 MeHg é capaz de interagir também com grupamentos selendis da
GPx, reduzindo sua atividade e sua capacidade de destoxificar
perdxidos. De fato, alguns estudos tém demonstrado que a exposi¢do ao
MeHg in vivo ou in vitro reduz os niveis de GSH e a atividade da GPx,
além de aumentar a atividade da GR (Para revisdo ver
FARINA; ASCHNER; ROCHA, 2011; FRANCO et al., 2009). Assim, o
MeHg pode perturbar o funcionamento do sistema antioxidante GSH e
contribuir para o desenvolvimento de estresse oxidativo. Aliado a isso,
tém sido demonstrado que o MeHg é capaz de interagir com
grupamentos tiois de proteinas mitocondriais, como, por exemplo,
creatina quinase mitocondrial e os complexos que formam a cadeia
respiratoria. Assim, o MeHg pode inibir a cadeia transportadora de
elétrons na mitocéndria, 0 que, por sua vez, contribui para producgéo de
espécies reativas de oxigénio (H202, O e Oxido nitrico) e
desenvolvimento de estresse oxidativo (Para revisdo  ver
FARINA; ASCHNER; ROCHA, 2011; GLASER et al., 2010; ROOS et
al., 2011), o qual, consequentemente, poderia perturbar a
neurotransmissdo  cerebelar basal culminando com alteragdo
comportamental. Dessa forma, a atividade de enzimas antioxidantes
como a GPx e GR podem ser utilizadas como parametros para se avaliar
as alteracbes moleculares/bioquimicas promovidas pelo MeHg.

Diante do exposto, o presente trabalho procurou avaliar a
atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR no cerebelo, a fim de
determinar se um possivel desequilibrio redox no cerebelo poderia estar
contribuindo para as altera¢des comportamentais induzidas pelo MeHg.
Neste sentido, pode-se observar que a exposi¢édo ao MeHg (40 mg/L) foi
capaz de reduzir a atividade da GPx quando comparado ao grupo nédo
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exposto, sem no entanto afetar a atividade da GR. Assim, os achados do
presente estudo, corroboram, ao menos em parte, dados descritos na
literatura, uma vez que, boa parte dos estudos relatam reducdo na
atividade da GPx, mas, entretanto, aumento na atividade da GR. Apesar
desses achados, pode-se sugerir que o0 estresse oxidativo contribui,
sobremaneira, para as alteragcbes comportamentais observadas nos
animais expostos ao MeHg no presente estudo. Obviamente, outros
dados poderiam fornecer um suporte mais concreto para essa afirmacao,
como, por exemplo, a atividade de outras enzimas antioxidantes
(catalase e superoxido dismutase), bem como a determinacdo de outros
pardmetros oxidativos (p. ex. peroxidacdo lipidica e producdo de
espécies reativas de oxigénio). Ainda, pode-se observar que o
tratamento com inosina (10 mg/kg) ndo foi capaz de prevenir a reducao
da atividade da enzima GPx no grupo exposto ao MeHg, sugerindo que
a prevencdo no deficit motor promovido pela inosina, ndo esta
correlacionado com a manutencédo dos niveis basais de atividade da GPx
e possivel manutencdo do equilibrio redox a nivel cerebelar.
Diferentemente, alguns trabalhos tém demonstrado que a inosina
apresenta efeito neuroprotetor em modelos de isquemia cerebral, onde
ha o desenvolvimento de estresse oxidativo semelhante ao encontrado
na exposicdo ao MeHg e que a ativacdo de receptores Al de adenosina
(o principal mediador dos efeitos biologicos da inosina), usando
agonistas seletivos é capaz de prevenir a reducdo da viabilidade de
células granulares do cerebelo in vitro induzida por H2O2, uma das
principais espécies reativas de oxigénio produzidas pela exposi¢do ao
MeHg (SHEN et al., 2005; FATOKUN; STONE; SMITH, 2007). Além
disso, outros trabalhos tém demonstrado que a inosina exerce efeito
protetor frente a peroxidagdo lipidica e dano celular induzido por H20;
em células de Sertolli (GELAIN et al.,, 2004). Assim, diante das
evidéncias citadas anteriormente, estudos adicionais também seriam
cruciais na tentativa de elucidar a participacdo da inosina frente a
manutencdo do equilibrio redox no cerebelo diante da exposicdo ao
MeHg (p. ex. determinagdo da atividade da catalase, determinacdo da
peroxidacéo lipidica).

Tem sido demonstrado que o0 estresse oxidativo e a
neuroinflamacdo sdo eventos inter-relaciondveis que ocorrem
concomitantemente e contribuem para o desenvolvimento de alteracfes
moleculares e comportamentais observadas em diferentes modelos
experimentais que promovem o estabelecimento de um processo
neurodegenerativo (p. ex. Doenga de Parkinson, Doenca de Alzheimer,
esclerose mdltipla) (Para revisdo ver HSIEH; YANG, 2013). Neste
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sentido, mediadores inflamatorios, dentre 0s quais destacamos as
citocinas, funcionam como neuromoduladores, regulando o
desenvolvimento neural, neuroinflamagdo e transmissdo sinaptica. As
citocinas sdo produzidas e liberadas principalmente a partir da ativacéo
de células da microglia (macrdfagos residentes do SNC) e de astrocitos.
De fato, a neurodegeneracdo ocorre concomitantemente com a
microgliose, astrogliose e participacdo de citocinas pro-inflamatorias.
Algumas dessas citocinas como a IL-18 e o TNF-a, chamadas de
citocinas  pro-inflamatérias, facilitam o desenvolvimento da
neuroinflamacdo e podem contribuir para neurodegeneragdo. Por outro
lado, outras citocinas, como, por exemplo, a IL-1Ra, considerada uma
citocina com potencial anti-inflamatdrio, atua no sentido de prevenir o
desenvolvimento da neuroinflamacdo e do processo neurodegenerativo.
Ja a IL-6 apresenta um papel dual no processo neurodegenerativo,
podendo atuar promovendo a sobrevivéncia neuronal ou em niveis
elevados favorecendo a neurodegeneracdo
(RAMESH; MacLEAN; PHILIPP,  2013; ERTA; QUINTANA;
HIDALGO, 2012; YE et al., 2013).

Neste interim, poucos estudos tém procurado investigar a
participacdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias diante da
exposicdo ao MeHg. Alguns trabalhos tém demonstrado que o MeHg é
capaz de estimular a liberacdo de IL-6 a partir de células da glia
(microglia e astrocitos), a qual pode desencadear efeitos pro-
inflamatorios e lesdo neuronal ou entdo exercer efeito neuroprotetor
(CHANG, 2007; NOGUCHI et al., 2013). Quanto & relacdo de outras
citocinas com a exposicdo ao MeHg, ha uma consideravel escassez de
dados na literatura.

Diante do exposto, o presente trabalho procurou investigar se a
exposicdo ao MeHg seria capaz de alterar os niveis cerebelares de
citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias, uma vez que, 0s
processos neuroinflamatorios e oxidativos parecem contribuir para as
alteracbes  moleculares  presentes em  diferentes  condicGes
neurodegenerativas. Assim, é possivel observar que a exposicdo ao
MeHg (40 mg/L) durante 15 dias, ndo foi capaz de alterar os niveis
cerebelares de IL-1 e TNF-o quando comparado ao grupo ndo exposto.
No entanto, 0 MeHg promoveu uma reducdo significativa nos niveis
cerebelares de IL-6. Considerando os dados disponiveis na literatura,
seria de se esperar uma elevagéo nos niveis cerebelares de IL-6, uma vez
que, outros trabalhos sugerem que o MeHg estimula a liberacdo de IL-6,
principalmente a partir de células da glia (CHANG, 2007, 2011;
NOGUCHI et al., 2013). Nossa hipétese é de que a dose e/ou 0 tempo
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de exposicdo ao MeHg no presente estudo, os quais sdo diferentes dos
utilizados pelos trabalhos citados anteriormente, podem estar
interferindo  diretamente na atividade de células da glia e
consequentemente reduzindo a liberagdo de IL-6 por essas células. Neste
sentido, estudos in vitro tém demonstrado que o MeHg, bem como, 0
H20: (espécie reativa de oxigénio produzida pela exposicdo ao MeHQ)
induzem efeitos citotoxicos e reduzem a viabilidade celular de microglia
e astrocitos, observados, respectivamente, no ensaio que determina a
atividade da lactato desidrogenase e no ensaio do 3-[4,5- dimetiltiazol-2-
il]-2,5 difeniltetrazolio brometo (ensaio do MTT) (WORMSER et al.,
2012; Nl et al., 2012). Além disso, Noguchi et. al (2013) demonstraram
gue o MeHg é capaz de estimular a liberacdo de IL-6 a partir da cultura
de astrdcitos, e essa |IL-6 é capaz de prevenir a reducdo da viabilidade de
neurdnios expostos ao MeHg (NOGUCHI et al., 2013).

Assim, podemos sugerir que a exposi¢do ao MeHg no presente
estudo levou a uma reducdo na atividade de células da glia, com
consequente reducdo na liberacdo de IL-6, uma citocina que
aparentemente exerce efeito neuroprotetor diante da exposicdo ao
MeHg, culminando com o efeito neurodegenerativo do MeHg e suas
alteracBes comportamentais. Por sua vez, o tratamento com inosina (10
mg/kg) durante os 15 dias de exposi¢do ao MeHg, preveniu de maneira
significativa, a reducéo nos niveis de IL-6. De alguma forma, a inosina
foi capaz de prevenir o possivel efeito neurotdxico do MeHg sobre as
células da glia e assim, manter os niveis basais de IL-6. Por outro lado,
0S mesmos autores também demonstraram que o efeito protetor da I1L-6
em cultura de neurdnios expostos ao MeHg, foi totalmente revertido
pelo antagonista seletivo de receptores Al de adenosina. Além disso, a
IL-6 promoveu um aumento na expressdo de mRNA do receptor Al na
cultura de neurdnios, sugerindo que o referido efeito protetor da IL-6 é
mediado por receptores Al de adenosina. Dessa forma, os dados da
literatura e os obtidos neste trabalho permitem sugerir que o efeito
protetor desempenhado pela inosina pode estar relacionado a um
possivel aumento na expressdo de receptores Al de adenosina (alvos
para inosina), mediado pela IL-6 em neurdnios do cerebelo (p. ex.
células granulares). No entanto, estudo, adicionais sdo necessarios para
que esta hipdtese seja confirmada, como, por exemplo, a determinacdo
da atividade de células da glia utilizando técnicas de
imunofluorescéncia.

Outro importante mecanismo molecular pelo qual o MeHg
promove seu efeito neurotdxico é o desequilibrio na homeostase do
glutamato. A neurotransmisséo cerebelar envolve um delicado equilibrio
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entre as acles de neurotransmissores excitatorio e inibitorios. Assim, as
células granulares do cerebelo sintetizam e liberam glutamato,
fornecendo assim um input excitatorio para as células de Purkinje. As
células de Purkinje estabelecem o Unico output do cOrtex cerebelar,
sendo as responsaveis por transmitir as informagdes necessérias para a
correta execucao das fungdes mediadas pelo cerebelo, principalmente as
funcGes motoras. Neste sentido, o funcionamento cerebelar normal
depende de uma modulagdo gabaérgica no input excitatorio das células
granulares para as células de Purkinje, ou seja, 0 neurotransmissor
GABA liberado por outras células do cerebelo (p.ex. células de golgi)
atua em receptores GABAAa extrassinapticos localizados nas células
granulares, promovendo uma inibicdo tbnica dessas células devido a
condutancia permanente de ions cloreto. A inibicdo das células
granulares leva a reducéo na liberacdo de glutamato e consequentemente
a uma menor ativacdo das células de Purkinje, assim, ocorre um
equilibrio na neurotransmissdo cerebelar permitindo seu perfeito
funcionamento (Para revisdo ver ATCHISON, 2005; HAMANN;
ROSSI; ATTWELL, 2002; BRICKLEY; CULL-CANDY; FARRANT,
1996).

Neste sentido, tem sido demonstrado que o MeHg é capaz de
inibir a captacdo de glutamato em cultura de astrécitos, vesiculas
sinpticas e fatias de cortex cerebral obtidos de ratos. Além disso, o
MeHg pode aumentar a liberacdo espontdnea de glutamato em fatias
cerebelares de camundongos e em células neuronais em cultura
(BROOKES; KRISTT, 1989; ASCHNER, 2000; PORCIUNCULA et
al., 2003; MORETTO, et al., 2005; REYNOLDS; RACZ, 1987;
FARINA et al., 2003). Somando-se a esses achados, outros estudos
sugerem que o MeHg € capaz de impedir a ativacdo de receptores
GABAA localizados nas células granulares do cerebelo, reduzindo a
neurotransmissdo inibitoria tdnica mediada pelos receptores GABAA
(ATCHISON, 2005). Pode-se observar que o MeHg favorece a liberacéo
de glutamato pelas células granulares e inibe mecanismos relacionados a
remocdo do glutamato da fenda sinaptica. O glutamato entdo ficara
disponivel para atuar em seus receptores e consequentemente, podera
levar a chamada excitabilidade glutamatérgica, devido a superativagéo
de receptores glutamatérgicos (principalmente do tipo NMDA),
aumento nos niveis intracelulares de Ca?* e a ativagdo de vias
intracelulares que podem levar a morte celular (REYNOLDS;
HASTINGS, 1995; CECCATELLI; DARE; MOORS, 2010;
MELDRUM, 2000; CHOI, 1992). Diante do exposto, apesar de néo
termos dados que confirmem essa hipo6tese, podemos sugerir que a
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inosina esteja ativando receptores Al localizados na membrana das
células granulares, controlando a liberacdo excessiva de glutamato e
assim reduzindo a excitabilidade glutamatérgica induzida pelo MeHg,
prevenindo algumas das alteracbes moleculares e consequentemente
alteragdes motoras induzidas pelo MeHg.

A superativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e
a consequente elevacdo nos niveis intracelulares de Ca?*, pode levar a
ativacdo de vias intracelulares que irdo culminar com a ativacdo do
CREB, um fator de transcricdo capaz de estimular a transcrigdo de
diferentes genes responsaveis pela codificacdo de diferentes proteinas.
Uma das proteinas codificadas pelo CREB é o BDNF (Para revisao ver
WANG; FIBUCH; MAO, 2007; VANHOUTTE; BADING, 2003).
Assim, pode-se sugerir que o desequilibrio glutamatérgico induzido pela
exposicdo ao MeHg pode estimular a producdo de BDNF a nivel
cerebelar. De fato, os resultados do presente estudo demonstraram que a
exposicdo ao MeHg (40 mg/L) promoveu uma elevacdo significativa
nos niveis cerebelares de BNDF, provavelmente mediado pelo
glutamato. Alguns estudos tém sugerido que o BDNF é capaz de
modular a atividade de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA,
especialmente, aumentando de forma rapida e transitéria a fosforilacdo
das subunidades NR1 e NR2B do receptor NMDA, levando a um
aumento na concentragdo intracelular de Ca?*. Além disso, um estudo
interessante demonstrou que o BDNF é capaz de acelerar a morte
neuronal promovida pelo MeHg em cultura primaria de células
granulares de ratos, por um mecanismo dependente da ativacdo de
receptores tropomiosina quinase B (TrkB) (SAKAUE et al., 2009; XU
et al., 2006). Dessa forma, a nossa hip6tese é que os niveis elevados de
BDNF estdo favorecendo as alteracbes moleculares induzidas pela
exposicdo ao MeHg, especialmente a excitabilidade glutamatérgica, e
assim corroborando para o deficit motor promovido pelo metal pesado.
De fato, os dados apresentados neste trabalho demonstram que o
tratamento com inosina (10 mg/kg) foi capaz de prevenir a elevagdo nos
niveis de BNDF induzida pela exposicdo ao MeHg. Diante do exposto,
sugerimos que a ativagdo de receptores Al de adenosina pela inosina na
membrana das células granulares do cerebelo leva a uma reducdo na
liberacdo de glutamato e consequentemente a uma reducao nos niveis de
BDNF. Dessa forma, a inosina é capaz de prevenir, a0 menos em parte,
as alteragcbes moleculares induzidas pelo MeHg, o que reflete na
prevencdo das alteraces motoras induzidas pelo metal pesado.

Além de atuar no SNC, alguns trabalhos tém relatado que o
mercdrio também pode exercer efeitos periféricos. Com este propdsito
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determinados estudos tém demonstrado que o mercurio apresenta a
capacidade de acumular-se em quantidades apreciaveis no figado ap6s a
exposicdo ao MeHg. Assim como ocorre no SNC, esse acumulo
hepatico de MeHg parece ser facilitado quando o metal encontra-se
complexado com a cisteina (ROOS et al., 2010; 2011). Além disso, 0
MeHg foi capaz de promover alteragdes moleculares no figado, as quais
estdo relacionadas ao aumento da concentragdo de substancias reativas
ao &cido tiobarbitdrico (do inglés TBARS) e reducdo nos niveis de tidis
ndo protéicos, sugerindo que o MeHg é capaz de induzir peroxidacéo
lipidica no tecido hepético (de FREITAS et al., 2009; ROOS et al.,
2010; 2011). Dados de estudos in vitro demonstraram que a exposicdo
ao MeHg promove uma elevagdo significativa na concentragdo de
mercudrio em fatias de figado e em cultura de mitocdndrias isoladas de
fatias de figado de ratos. O mesmo estudo mostrou ainda que o MeHg
aumenta os niveis de espécies reativas a diclorofluoresceina apenas na
cultura de mitocdndrias isoladas de figado, sugerindo uma maior
producdo de espécies reativas de oxigénio, as quais podem reagir
rapidamente com macromoléculas celulares e promover dano
mitocondrial (ROOS et al., 2011). Além disso, tem sido observado que a
atividade/viabilidade de mitocdndrias isoladas de figado é reduzida pela
exposicdo ao MeHg (ROOS et al., 2011). Dessa forma, fica evidente que
a exposicao ao MeHg também pode causar lesdo hepética.

Diante do exposto, do ponto de vista profilatico, seria
interessante que uma ferramenta farmacoldgica seja capaz de prevenir as
alteragdes induzidas pelo MeHg, tanto no SNC quanto em nivel
periférico. Neste sentido, o presente estudo procurou investigar a
atividade sérica das enzimas hepaticas ALT e AST a fim de determinar
se a exposi¢do ao MeHg poderia estar causando alguma leséo no tecido
hepético. Além disso, buscou-se avaliar também se o tratamento com
inosina seria capaz de prevenir as alteracdes periféricas promovidas pelo
MeHg, uma vez que, jA demonstrou ser eficiente em prevenir as
alteracBes decorrentes da acdo do metal pesado no SNC. Assim,
encontramos que a exposicdo ao MeHg promoveu uma elevagdo
significativa tanto na atividade sérica da ALT quanto da AST, sugerindo
gue 0 MeHg é capaz de causar danos ao tecido hepético. Por outro lado,
o0 tratamento com inosina preveniu apenas a elevacao na atividade sérica
da ALT, néo interferindo na atividade da AST.

ALT e AST sdo enzimas intracelulares presentes em grandes
guantidades, principalmente, nos hepatocitos. A ALT é encontrada
principalmente no citoplasma dos hepatdcitos, enquanto cerca de 80%
da AST esté presente na mitocdndria. Sendo assim, lesGes ou destrui¢éo
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dos hepatocitos liberam essas enzimas para a circulacdo, levando a um
aumento de suas atividades séricas (Para revisdo ver ANDRIOLO;
BORGES, 1989; MOTTA, 2000). Dessa forma, 0s niveis séricos
aumentados de ALT e AST, sugerem que o0 MeHg promoveu dano aos
hepatdcitos e também dano mitocondrial. Esses achados corroboram
dados da literatura acerca das alteracGes relacionadas ao estresse
oxidativo induzido pelo MeHg, o qual pode ser observado tanto em
fatias de figado quanto em mitocondrias isoladas de figado de ratos
(ROOS et al., 2011). Diante do exposto, pode-se sugerir que a atividade
sérica aumentada de AST e ALT em animais expostos ao MeHg pode
estar relacionada a lesbes em hepatécitos e em mitocondrias de
hepatdcitos, resultante do estresse oxidativo induzido pelo MeHg no
figado. O tratamento com inosina (10 mg/kg) foi capaz de prevenir
apenas a elevacdo na atividade sérica da ALT, sem, no entanto, interferir
na elevagdo dos niveis séricos de AST. Mais estudos sd0 necessarios
para esclarecer o mecanismo de acdo responsavel pelo efeito
hepatoprotetor da inosina, no entanto, diante do exposto acima,
podemos sugerir gue a inosina esteja prevenindo o desenvolvimento de
estresse oxidativo no figado dos animais expostos ao MeHg e assim
prevenindo a lesdo hepatica induzida pelo metal pesado.

Além do SNC e o sistema hepatico, tem sido demonstrado que o
MeHg é capaz de afetar o funcionamento do sistema cardiovascular.
Neste sentido, a hipdtese de que a exposi¢do crénica ao MeHg esta
associada ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares foi reforcada
apos estudo de Bofetta et al. (2001), no qual foi observado que
trabalhadores de minas de merclrio na Europa apresentavam maior
incidéncia de hipertensdo arterial sisttmica (46%) e doengas
cardiovasculares (36%), quando comparados a individuos ndo expostos
ao mercurio. De fato, alguns estudos tém sugerido que a exposicdo ao
MeHg em humanos esta relacionada a infarto do miocardio, elevacdo da
pressdo arterial, variabilidade na frequéncia cardiaca e aterosclerose
(SALONEN et al., 2000).

O desenvolvimento de doenca aterosclerética pode ter relacdo
com o fato de o MeHg ser capaz de promover um aumento na espessura
da camada intima/média das artérias carétidas (CHOI et al., 2009).
Neste caso, Salonen et al. (1995) demonstraram que o mercurio pode
estar relacionado com o aumento da concentracdo de LDL, a qual ¢é
frequentemente associada a lesdo aterosclertica. Sendo assim,
considerando que alteragbes nos niveis séricos de lipideos
(especialmente colesterol e suas fragBes, LDL e HDL) sdo cruciais para
0 desenvolvimento e progressdo da aterosclerose e que esta, por sua vez,
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esta relacionada ao aparecimento de outras doencas cardiovasculares
(WARE, 2008), pode-se sugerir que o colesterol desempenha um papel
importante nas disfunc¢des cardiovasculares induzidas pelo MeHg. Neste
sentido, 0 presente estudo procurou determinar os niveis de colesterol
total, HDL e colesterol ndo-HDL no soro de animais expostos ao metal
pesado. Foi observado que a exposi¢do ao MeHg (40 mg/L) promoveu
uma elevacdo significativa nos niveis de colesterol total e colesterol néo-
HDL, sem no entanto alterar os niveis de HDL. Assim, podemos sugerir
gue a elevagdo nos niveis de colesterol total nos animais expostos ao
MeHg deve-se a elevacao, exclusivamente, dos niveis de colesterol ndo-
HDL.

Dados da literatura corroboram nossos resultados, uma vez que,
tém demonstrado que a exposi¢do de camundongos Swiss e C57BL/6
tratados com MeHg 40 mg/L diluido na agua de beber, apresentaram
aumento significativo nos niveis séricos de colesterol total e colesterol
ndo-HDL, inclusive em animais com delecdo génica (do inglés
knockout) do receptor de LDL, sugerindo que esses achados ndo estdo
relacionados com reducdo na expressdo do receptor de LDL,
responsavel pelo transporte de colesterol do plasma para outros tecidos
(MOREIRA et al., 2012).

Além disso, Moreira et al. (2012) sugerem que essa
hipercolesterolemia pode representar um fator de risco para a
neurotoxicidade induzida pelo MeHg. Dessa forma, ndo podemos
descartar que os efeitos neurotoxicos decorrentes da exposi¢do ao MeHg
observados no presente estudo estejam associados com a
hipercolesterolemia induzida pelo metal pesado. Ainda, considerando
gue niveis elevados de colesterol total e LDL estdo intimamente
relacionados ao risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
nossos resultados corroboram a ideia de que a exposicdo ao MeHg é
capaz de favorecer o aparecimento de doengas cardiovasculares.

Nossos resultados demonstram que o tratamento com inosina
(10 mg/kg) ndo foi capaz de prevenir a elevacdo nos niveis séricos de
colesterol total induzida pelo MeHg. No entanto, a inosina preveniu de
maneira significativa a elevagdo nos niveis de colesterol ndo-HDL
induzida pelo MeHg e, além disso, promoveu um aumento nos niveis de
HDL em animais expostos ao metal pesado. Diante dos dados
apresentados, podemos sugerir que a inosina nao preveniu a elevacdo
nos niveis de colesterol total, pois, concomitantemente a reducdo nos
niveis de colesterol ndo-HDL, ela promoveu um aumento nos niveis de
HDL. Em outras palavras, a reducéo nos niveis de colesterol ndo-HDL
foi compensada pela elevacdo nos niveis de HDL, o que resultou em néo
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prevencdo na elevacdo dos niveis de colesterol total. Mais estudos séo
necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nos efeitos da
inosina relacionados aos niveis de lipideos frente a exposi¢do ao MeHg.
No entanto, alguns estudos tém demonstrado que a ativacdo de
receptores A2A de adenosina podem favorecer o transporte reverso de
colesterol, promovendo um aumento na expressao da proteina ABCA1
(do inglés adenosine 5'-triphosphate-binding cassette transporter Al), a
gual atua como uma proteina controladora da taxa de transporte de
colesterol e fosfolipideos dependente da apolipoproteina Al ou HDL.
Além disso, tem sido demonstrado que a ativacdo do receptor A2A
promove um aumento na expressdo da enzima colesterol-27-hidroxilase
no figado, responsavel pela conversdo do colesterol em oxiesterdis (27-
hidroxicolesterol e acido-3B-hidroxi-5-colestendico) (VOLOSHYNA et
al., 2013; BINGHAM et al., 2010; REISS et al., 2004), os quais sao
mais polares que o colesterol e consequentemente mais facilmente
excretados. No figado os oxiesterdis sdo potentes inibidores da enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase, a HMGCoa redutase,
enzima que catalisa o passo limitante na biossintese de novo do
colesterol (BJORKHEM et al., 1994). Assim, a ativacdo de receptores
A2A de adenosina parece favorecer o transporte reverso de colesterol,
aumentando a expressdo de proteinas envolvidas com o transporte do
colesterol de tecidos periféricos para o figado e, além disso, aumentando
a expressdo de enzimas que promovem a degradacdo do colesterol
facilitando sua eliminacdo. Diante do exposto, podemos sugerir que a
inosina, atuando via receptores A2A de adenosina, pode estimular o
transporte reverso de colesterol e assim prevenir a alteracdo nos niveis
de lipideos induzida pelo MeHg. Ademais, o tratamento com inosina
preveniu, ao menos em parte, a lesdo hepatica induzida pelo MeHg,
observada pela determinacdo da atividade sérica das enzimas ALT e
AST, assim, ndo podemos descartar que isso esteja contribuindo para
seu efeito na prevencdo das alteracbes dos niveis de lipideos induzida
pelo MeHg, uma vez que o figado é um dos principais locais onde
ocorre a conversao do colesterol em metabdlitos excretaveis.

Esta consagrado na literatura que metais pesados, especialmente
compostos mercuriais como o MeHg, apresentam efeito genotoxico.
Diversos trabalhos tém demonstrado que a exposicdo ao MeHg esta
relacionada com o desenvolvimento de processos teratogénicos e
carcinogénicos em humanos (Para revisdo ver CRESPO-LOPEZ et al.,
2009), apresentando classificacdo 2B (possivelmente carcinogénico para
humanos) pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (do
inglés International Agency for Research on Cancer — IARC). Tem sido
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sugerido que a exposicdo ao MeHg induz danos ao ADN e, neste
sentido, parametros como, fragmentacdo do ADN, aberracdes estruturais
cromossdmicas, trocas de cromatides irmas e MN, tém sido utilizados
como biomarcadores do efeito genotoxico do MeHg (SILVA-PEREIRA
et al., 2005; BETTI; DAVINI; BARALE, 1992; OGURA; TAKEUCHI;
MORIMOTO, 1996; LEE et al., 1997). Assim, o0 ensaio do MN surgiu
como um dos principais métodos para se investigar danos
cromossémicos, uma vez que, permite avaliar de forma confiavel tanto a
perda de cromossomos quanto as quebras cromossdmicas estruturais.

Considerando que o MN pode ser expresso apenas em células
cuja divisdo celular esta completa, um método foi desenvolvido para
identificar tais células pela sua aparéncia binucleada apds bloqueio da
sua citocinese pela citocalasina B. Este método permite identificar,
baseando-se em critérios morfolégicos 0s seguintes parametros
indicativos de genotoxicidade e citotoxicidade: quebra cromossémica,
perda cromossdmica, rearranjo cromossdmico, necrose e apoptose
(FENECH et al., 2011; BONASSI et al.,, 2011; FENECH, 2008;
FENECH, 2000; SCHMID, 1975; HEDDLE, 1973). De fato, alguns
trabalhos tém demonstrado que o MeHg é capaz de induzir a formacéo
de MN in vivo (especialmente eritrocitos policromaticos obtidos da
medula dssea), e in vitro, (cultura primaria de linfocitos), corroborando
para seu efeito genotoxico. Dessa forma, dados da literatura corroboram
os resultados do presente estudo, que demonstram que o MeHg (10 uM)
é capaz de induzir a formacdo de MN em cultura primaria de linfocitos
humanos. Além da formacdo de MN, outros trabalhos tém revelado que
0 MeHg é capaz de induzir o aparecimento de outros parametros
indicativos de seu efeito genotoxico em cultura de linfdcitos (p.ex.
aberracBes cromossdmicas, trocas de cromatides irmas, reducdo do
indice mitético, entre outros), em doses semelhantes a utilizada no
presente estudo (SILVA-PEREIRA et al., 2005; BETTI; DAVINI,
BARALE, 1992; OGURA; TAKEUCHI; MORIMOTO, 1996; LEE et
al., 1997). Assim, considerando o exposto acima e a potencialidade do
MeHg em promover alteracdes epigenéticas, ndo pode ser descartada a
hipotese de que 0 MeHg esteja promovendo tais alteragdes em linfécitos
humanos, contribuindo para seu efeito genotoxico.

Alguns mecanismos moleculares tém sido propostos para
explicar o dano ao material genético promovido pelos compostos
mercuriais € 0 seu consequente efeito genotdxico (Para revisdo ver
CRESPO-LOPEZ et al., 2009). Neste sentido, um dos primeiros
mecanismos descritos foi o dano ao ADN devido a acdo de espécies
reativas de oxigénio produzidas pelo estresse oxidativo induzido pelo
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metal pesado. Por um lado, acredita-se que a ligacdo direta de espécies
reativas de oxigénio aos acidos nucléicos leva a geracdo de mutacdes
génicas (SCHURZ, F; SABATER-VILAR; FINK-GREMMELS, 2000).
Assim, sugere-se que essas espécies reativas sdo capazes de induzir
alteracBes conformacionais em proteinas responsaveis pela formacéao e
manutencdo do ADN, como, por exemplo, enzimas de reparo, ADN
polimerases, e também em proteinas como a tubulina, responsaveis pela
formacdo do fuso mitdtico e segregacdo cromossémica (CEBULSKA-
WASILEWSKA et al., 2005; STOIBER et al., 2004). Outra hip6tese
para o efeito genotdxico do mercurio, é a sua ligacdo a proteinas
formadoras dos microtdbulos, como a tubulina e cinesina, devido a sua
forte interacdo com grupamentos sulfidrilas que constituem essas
proteinas. Assim, o mercurio interfere diretamente nos processos de
formacdo do fuso mitético, separacdo dos cromossomos e divisdo
nuclear, levando eventualmente a formacdo de MN (THIER et al., 2003;
STOIBER et al.,, 2004). Ademais, o mercUrio pode influenciar
diretamente mecanismos relacionados a reparacdo do material genético
danificado e ainda ligar-se a moléculas que constituem o material
genético, formando adutos com o0 ADN (STOHS; BAGCHI, 1995; LlI;
JIANG; YAN, 2006).

Diante do exposto, procurou-se investigar se a inosina seria
capaz de prevenir o efeito genotdxico do MeHg, diante da formacédo de
MN em cultura priméaria de linfécitos humanos. Segundo os dados
apresentados, pode-se observar que a inosina (5 uM) foi capaz de
prevenir a formacdo de MN em cultura primaria de linfocitos humanos
exposta a0 MeHg. Gudkov et al. (2009) demonstram que a inosina é
capaz de prevenir a formacdo de MN em eritrdcitos policromaticos
obtidos da medula 6ssea de camundongos expostos a raios X. Além
disso, 0s mesmos autores utilizaram o ensaio do cometa para demonstrar
gue a inosina é capaz de prevenir a fragmentacdo do DNA de linfocitos
expostos a radiacdo X in vitro. Previamente, esses autores ja haviam
demonstrado que a inosina é capaz de proteger o ADN in vitro do dano
oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio (GUDKOV et al.,
2009). Em conjunto, esses dados da literatura corroboram nossos
achados, e reforcam a hipGtese da inosina apresentar um efeito
antigenotoxico.

Tem sido sugerido que o efeito antigenotdxico da inosina frente
a radiacdo X esta relacionado a um reparo rapido e completo do material
genético danificado. Buckley et al. (2005) demonstraram que o0
tratamento com inosina in vivo foi capaz de proteger células epiteliais
alveolares do tipo 2 de ratos contra o dano ao ADN induzido por



81

hiperoxia. Os autores sugerem que o efeito protetor da inosina deve-se a
um aumento na expressao da enzima 8-oxoguanina-ADN glicosilase,
envolvida com reparo do ADN danificado. Somando-se a isso, o estudo
de Gudkov et al. (2009) demonstrou que o efeito protetor da inosina
parece depender da atividade da poli (ADP-ribose) polimerase, outra
enzima envolvida com o reparo do ADN danificado nas células. Eles
demonstraram que a nicotinamida, a qual inibe a atividade da poli
(ADP-ribose) polimerase foi capaz de prevenir o efeito da inosina.
Diante do exposto, podemos sugerir que 0s resultados encontrados em
nosso trabalho, referentes a prevencdo promovida pela inosina na
formacdo de MN induzida pelo MeHg em cultura primaria de linfdcitos,
podem estar relacionados a capacidade da inosina de ativar mecanismos
responsaveis pelo reparo do material genético danificado [enzimas 8-
oxoguanina-ADN glicosilase e poli (ADP-ribose) polimerase], ou ainda
pela sua habilidade de proteger o ADN do dano oxidativo induzido por
espécies reativas de oxigénio produzidas pelo MeHg.

A figura 14 representa resumidamente os resultados obtidos no
presente trabalho. Em sintese, nossos dados demonstram que a inosina é
uma ferramenta farmacol6gica com potencial para prevenir os diferentes
efeitos decorrentes da exposicdo ao MeHg. Demonstramos, pela
primeira vez, que a inosina foi capaz de prevenir algumas das alteracdes
comportamentais e moleculares responsaveis pelo efeito neurotdxico do
MeHg em camundongos, bem como, preveniu alguns efeitos deletérios
desencadeados pela exposicdo ao metal pesado, como, por exemplo,
efeitos hepatotdxicos, cardiovasculares e genotoxicos. Ainda assim,
estudos adicionais sdo necessarios para fortalecer o uso da inosina na
prevencéo da intoxicagéo por MeHg.
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Figura 14. Esquema representativo dos efeitos promovidos pela inosina
diante da exposi¢do ao cloreto de MeHg.
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6. Conclusdes
Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

A inosina foi capaz de prevenir alteracbes motoras induzida pela
exposicdo ao MeHg, sugerindo uma possivel atividade neuroprotetora.

O efeito protetor da inosina parece ser mediado por receptores de
adenosina.

A inosina foi capaz de prevenir algumas das alteragdes bioguimicas
cerebelares induzidas pelo MeHg, especialmente a redu¢do nos niveis de
IL-6 e a elevagdo nos niveis de BDNF.

A inosina ndo foi capaz de prevenir a elevacdo nos niveis cerebelares de
mercUrio decorrente da exposicdo ao MeHg, sugerindo que seu efeito
protetor estd relacionado ao impedimento do MeHg de acessar o
cerebelo.
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A inosina preveniu alteragBes bioquimicas a nivel sérico (elevagdo na
atividade da ALT e nos niveis de colesterol ndo-HDL) induzidas pelo
MeHg, o que pode contribuir para seu efeito neuroprotetor.

A inosina preveniu o efeito genotdxico do MeHg, indicando uma
possivel atividade antigenotoxica.
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