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Resumo 
 
Neste estudo, investigou-se a neurotoxicidade induzida pela exposição 
oral  ao meti lmercúrio (MeHg) em camundongos Swiss adultos (machos e 
fêmeas), assim como o potencial  efei to protetor da castração e da 
administração do hormônio estrógeno 17β-estradiol  (somente nos machos) 
contra tal  neurotoxicidade. Neurotoxicidade e neuroproteção foram 
aval iadas baseando-se na anál ise de parâmetros bioquímicos relacionados 
ao estresse oxidativo no cerebelo e comportamentais relacionados ao 
desempenho motor. Foram uti l izados 36 animais (24 machos e 12 fêmeas), 
divididos em 6 grupos de 6 animais cada, total izando quatro grupos de 
machos e dois grupos de fêmeas. Um grupo de machos e um grupo de 
fêmeas serviram como controles; os animais receberam água de torneira 
ad l ibi tum como única fonte de l íquido. Os animais dos demais grupos 
receberam uma solução de MeHg (40 mg/L, dissolvido em água de beber) 
como única fonte de l íquido, ad l ibi tum ,  durante 21 dias. Animais de um 
grupo de machos expostos ao MeHg foram castrados 14 dias antes do 
inicio do tratamento com MeHg. Animais de um outro grupo de machos 
receberam injeções do hormônio 17β-estradiol  (dose 10 µg/animal, 
subcutaneamente) em dias alternados, durante 28 dias, sendo que este 
tratamento foi  iniciado 07 dias antes da exposição ao MeHg. Após o 
período de tratamento, a ativ idade locomotora espontânea e a 
coordenação motora dos animais foram avaliadas através dos testes do 
campo aberto e rotarod, respectivamente. A exposição ao MeHg promoveu 
alterações na locomoção e coordenação motora destes animais, sendo que 
este efei to mostrou-se mais acentuado nos machos. Estes efei tos foram 
prevenidos parcial  ou totalmente pela castração e pelo tratamento com 
17β-estradiol.  Nas anál ises bioquímicas real izadas no cerebelo dos 
animais, foram investigados os efei tos do MeHg na peroxidação l ipídica, 
nos níveis de glutationa e na at iv idade das enzimas antioxidantes 
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Os resultados 
destas análises mostraram aumento signi f icativo da peroxidação l ipídica 
em animais machos expostos ao MeHg, mas não nas fêmeas. Os níveis de 
glutationa mantiveram-se inal terados em todos os grupos. A aval iação da 
atividade enzimática revelou que a exposição ao MeHg  promoveu uma 
diminuição da atividade GPx nos machos, mas não nas fêmeas, sendo que 
este efei to foi prevenido pelo tratamento com 17β-estradiol  e, de forma 
parcial,  pela castração. A atividade GR mostrou-se signif icantemente 
aumentada nos machos tratados com MeHg e este efei to foi totalmente 
prevenido pela castração e parcialmente prevenido pela administração do 
hormônio 17β-estradiol.  Estes dados indicam que camundongos Swiss são 
sensíveis à exposição ao MeHg, o qual induz dano oxidativo cerebelar e 
al teração no desempenho motor. Também indicam uma maior resistência 
das fêmeas a tal  fenômeno e um possível efeito neuroprotetor do hormônio 
17β-estradiol e da castração na toxicidade induzida por este xenobiótico 
em machos.  
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Abstract 
 

In this study, the potential  neurotoxici ty induced by oral methylmercury 
(MeHg) exposure in adult Swiss mice (male and female) were investigated, 
as well  as the potential  protective effects of castrat ion and 17β-estradiol 
administrat ion (only in males) against such neurotoxicity. Neurotoxicity and 
neuroprotection were evaluated based on biochemical  parameters related 
to cerebel lar oxidative stress and behavioral  parameters related to the 
motor performance. Thirty six animals (24 males and 12 females) were 
divided into 6 groups with 6 animals each: 4 groups of males and 2 groups 
of females. One group of males and another group of females were used as 
controls; animals received tap water ad l ibi tum as exclusive l iquid source. 
Animals from the other groups received a MeHg solut ion (40 mg/L, di luted 
in tap water) as exclusive l iquid source, ad l ibi tum ,  during 21 days. Male 
individuals from one group received subcutaneous injections of the 
hormone 17β-estradiol (10 µg/animal) in al ternate days, during 28 days: 
treatment started 7 days before MeHg exposure. Animals from another 
group of males were castrated at 2 weeks before MeHg treatments. After 
the treatments, locomotor activ i ty and motor performance were evaluated 
based on the open f ield and the rotarod tasks, respectively. MeHg 
exposure decreased locomotion and motor performance, but such 
phenomenon was higher in males. These events were part ial ly or total ly 
prevented by castration and 17β-estradiol  administrat ion. With respects to 
the biochemical parameters, cerebel lar l ip id peroxidation, glutathione 
levels, glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) 
activ i t ies were evaluated. The results showed a signif icant increase in l ip id 
peroxidation in male mice exposed to MeHg, but did not in females. 
Cerebellar glutathione levels were not changed by treatments. MeHg 
exposure induced a decrease in cerebel lar GPx activ i ty in males, but did 
not in females; such phenomenon was total ly prevented by 17β-estradiol  
administrat ion and part ial ly prevented by castrat ion. Cerebel lar GR activi ty 
was increased in MeHg-exposed males and such event was total ly 
prevented by castration and part ial ly prevented by 17β-estradiol 
administrat ion. These resul ts indicate that Swiss mice are sensit ive to 
MeHg exposure, which induces cerebellar oxidative damage and changes 
in the motor performance. The resul ts also indicate a lower susceptibi l i ty of 
female when compared to male mice and potential  neuroprotective effects 
of 17β-estradiol administration and castration against the neurotoxici ty 
el ici ted by MeHg in males.                            

 
 
  

 

 

 

     

 
ÃO 
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1.1. O MERCÚRIO E SEU CICLO GLOBAL  
 
        O mercúrio (Hg) é um elemento químico do grupo IIb (metais de 

transição) da tabela periódica. Chamado pelos antigos de ágyros khytós, 

que signi f ica “prata derret ida” (por sua semelhança, em aspecto e cor, com 

o metal nobre). Possui como propriedades fís icas as seguintes 

característ icas: número atômico igual a 80, massa atômica igual  a 200, 

congela a -38,87º C e entra em ebul ição a 356,9º C (Magos, 1997). O 

mercúrio é um poderoso toxicante ambiental  que pode ser encontrado no 

ambiente sob três diferentes formas químicas: vapor de mercúrio 

elementar, sais inorgânicos de mercúrio e compostos orgânicos de 

mercúrio (Clarkson, 1997). Muitas fontes antropogênicas deste metal têm 

sido identif icadas, tais como a queima do carvão, a incineração de l ixo e a 

extração de ouro (Cleary, 1990). 

Na natureza, o vapor de mercúrio (Hgº), um gás monoatômico e 

estável , evapora da superfíc ie terrestre (solo e águas) e é emit ido por 

vulcões (Figura 1). Após aproximadamente um ano, o vapor de mercúrio é 

convert ido em uma forma solúvel (Hg2+) e retorna à terra na água da 

chuva. Este pode ser convert ido novamente em vapor de mercúrio pela 

ação de microorganismos aquáticos ou terrestres, sendo re-emit ido para a 

atmosfera. Desta forma, o mercúrio pode re-circular por logos períodos. O 

mercúrio deposi tado nos sedimentos aquáticos é convert ido em 

meti lmercúrio (MeHg) pela ação de microorganismos aquáticos, entrando 

na cadeia al imentar aquática. O MeHg atinge as mais altas concentrações 

em peixes predadores de vida longa tais como tubarões (Clarkson et al .,  

2003).  
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Figura 1: O ciclo global do mercúrio. Fonte: Clarkson et al.,  (2003). 
 

 

1.2. A EXPOSIÇÃO HUMANA A MERCURIAIS 
 

O uso do mercúrio em processos industr iais e na produção de agentes 

terapêuticos tem sido relatado desde a idade média na China, Egito, 

Grécia e Roma. Concomitantemente, a intoxicação por este metal  tem sido 

relatada desde há no mínimo 2000 anos atrás (23-79 D.C. Naturae 

Historiarum Libri) ,  referindo-se à intoxicação de mineiros pelo composto 

cinabar (HgS), na região de Almaden, Espanha (Rackman, 1952). 

Historicamente, a intoxicação por mercúrio tem sido principalmente 

ocupacional. No século 18, descreveram-se doenças ocupacionais 

desenvolvidas por trabalhadores expostos ao mercúrio (Goldwater, 1936). 

Tanto o mercúrio elementar quanto o mercúrio inorgânico eram 

bastante uti l izados em processos industr iais. No século 16, o composto 

calomel (Hg2Cl2, c loreto mercuroso) foi  introduzido como um tratamento 

para a síf i l is (Laguna, 1955). A administração médica de mercúrio foi  muito 
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praticada até o século 20. Os mercuriais foram apresentados como 

potenciais agentes terapêuticos para catarata, síf i l is e como diuréticos 

(Ernst & Coon, 2001). Algumas destas preparações, que se tornaram 

populares nos países ocidentais, excediam as concentrações máximas 

permit idas por agências reguladoras (WHO - Organização Mundial da 

Saúde, 1991). Amalgamas dentárias, que l iberam pequenas quantidades 

de mercúrio (vapor de mercúrio elementar e íons inorgânicos), parecem 

ser uma fonte signif icat iva para a exposição humana ao mercúrio. 

Entretanto, os l imites de segurança para tal fonte de exposição ainda são 

controversos (Dodes, 2001; Clarkson, 2002). 

Embora o vapor de mercúrio elementar e sais inorgânicos foram 

bastante importantes no que se refere à intoxicação por mercuriais até a 

metade do século 20, o caso mais sério de contaminação humana já 

causada pelo mercúrio ocorreu na Baía Japonesa de Minamata, na década 

de 50. Na ocasião, o mercúrio (em sua forma inorgânica) foi  lançado ao 

mar por uma indústr ia química japonesa, a Chisso Chemical  Corporation. A 

contaminação da fauna marinha em Minamata foi a causa direta da 

intoxicação humana, já que as comunidades vizinhas à baía t inham, como 

principal dieta, peixes e frutos do mar. Neste caso, a exposição humana 

ocorreu devido à conversão do mercúrio inorgânico em MeHg, pela ação 

de microorganismos aquáticos, entrando na cadeia al imentar aquática 

(Figura 2). Os habitantes contaminados desenvolveram os sintomas de 

uma enfermidade que se tornou conhecida como “doença de Minamata” 

(Sanfel iu et al . ,  2003). Esta patologia afeta o sistema nervoso central  

(SNC), causando parestesia em membros, fraquezas musculares, 

deficiências visuais, di f iculdades de fala, paral isia e morte. O 

meti lmercúrio (MeHg) também atinge os fetos durante a gestação, sendo 

que fetos de mães aparentemente saudáveis podem ser gravemente 

afetados. Um grande número de crianças com deformidades causadas pela 

doença foi registrado nos anos que se seguiram à catástrofe japonesa. 

Netste episódio, 1.435 pessoas morreram e ainda hoje, mais de 20.000 

vít imas contaminadas recebem indenizações (Ninomiya et al . ,  1995; Watts, 

2001). 
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Figura 2: Exposição humana ao mercúrio a partir da ingestão de 
peixes. Adaptado de Clarkson et al.,  (2003). 
 

 

 

Nas décadas de 60 e 70, após a descoberta da propriedade 

anti fúngica de certos compostos de mercúrio, este passou a ser ut i l izado 

em lavouras de grãos, especialmente de tr igo. Após esta disseminação do 

uso dos compostos de mercúrio como anti fúngicos, foram registrados 

muitos casos de contaminação humana ao mercúrio em vários países em 

desenvolvimento (WHO - Organização Mundial da Saúde, 1976). Os casos 

mais recentes ocorreram no Iraque, na década de 70, onde mais de 6 mil  

indivíduos contaminados foram admitidos em hospitais em decorrência da 

exposição ao mercúrio presente em grãos de tr igo. Part icularmente, 

estudos epidemiológicos sugerem que mais de 40 mil  pessoas foram 

contaminadas com este elemento neste episódio (Bakir,  1973). 
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1.3. EFEITOS NEROTÓXICOS DO METILMERCÚRIO 
 

O meti lmercúrio (MeHg) é um composto orgânico de mercúrio 

conhecido por seus efei tos neurotóxicos em animais e humanos 

(Clarkson,, 1983). Conforme descri to previamente (Figura 2), a exposição 

ao MeHg ocorre principalmente através do consumo de peixes 

provenientes de águas contaminadas com este elemento, onde o mercúrio 

inorgânico é meti lado por bactérias presentes no ecossistema aquático e 

entra na cadeia al imentar sob a forma de MeHg, atingindo níveis elevados 

em peixes predadores (Gradjean et al .,  1995; Marsh et al .,  1995). 

Um grande esforço tem sido destinado para caracterizar os efeitos 

neurotóxicos da exposição ao MeHg uti l izando modelos animais, como 

primatas e roedores, ou através de estudos epidemiológicos com humanos 

(Elsner et al .  1988; Burbacher et al . ,  1990; Goldey et al . ,  1994; Grandjean 

et al .,  2003). Neste contexto, estudos realizados em macacos expostos in 

utero ao MeHg mostram alterações no desenvolvimento fís ico, cognit ivo e 

social  durante a infância e adolescência (Burbacher et al . ,  1990). Em 

roedores, estudos mostram que a exposição ao MeHg pode levar a 

al terações nas funções motoras, sensoriais e cognit ivas. Défic i ts no 

comportamento exploratór io, t remores e diminuição da habil idade de f irmar 

as patas traseiras também foram observados em camundongos adultos 

tratados com MeHg (Elsner et al . ,1988; Goldey et al .,  1994). Crianças 

expostas pré-natalmente ao MeHg mostraram danos no desenvolvimento 

mental  e motor com variações nos graus de retardo psicomotor (Clarkson, 

1983). Algumas evidências correlacionam a exposição transplacental  e 

através do lei te materno ao MeHg com efei tos neurotóxicos em animais e 

humanos (Grandjean et al . ,  2003; Manfroi et al . ,  2004). Ainda, alguns 

experimentos revelaram que a exposição pré-natal ao MeHg pode causar 

danos motores e cognit ivos que persistem na fase adulta (Gimenez-Lort et 

al . ,  2001). Diversos estudos realizados em animais expostos ao MeHg no 

período pós-natal  de desenvolvimento rápido, evidenciaram al terações 

locomotoras e uma grande vulnerabi l idade cerebelar aos efeitos 

neurotóxicos e pró-oxidativos do MeHg nesta fase (Str ingari et al . ,  2005). 
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Vários estudos epidemiológicos e experimentais com adultos 

demonstraram alterações locomotoras, cognit ivas, comportamentais e 

bioquímicas após a exposição a al tas doses de MeHg (Harbison 1977; 

Magos et al . ,  1985). Testes em roedores mostraram diminuição da 

atividade locomotora espontânea possivelmente relacionada a défic its de 

coordenação em camundongos adultos expostos ao MeHg (Myers et al . ,  

2000). Concordando com estes dados, Dietrich e colaboradores (2004) 

afirmam que a exposição oral  ao MeHg induz danos motores em 

camundongos adultos. Em humanos adultos, sintomas cl ínicos como 

parestesia, disartr ia, e ataxia foram observados após exposição ao MeHg 

(Myers et al . ,  2000). Anál ises em pacientes do desastre de Minamata, no 

Japão, demonstraram atrofia cerebelar e diminuição do f luxo sanguíneo no 

cerebelo infer ior (Rossi et al . ,  1996).  

 A exposição de humanos e animais ao MeHg demonstra claramente 

uma vulnerabil idade do SNC aos seus efei tos tóxicos, sendo que o 

cerebelo a região parece ser a região mais afetada (Chang et al .,  1980; 

Murakami, 1972). De acordo com estes dados, Chang e colaboradores 

(1977) e Choi e colaboradores (1981) relatam desenvolvimento anormal do 

cerebelo, principalmente das células granulo cerebelares após tratamento 

com MeHg. 

 

1.4. MECANISMOS DE NEUROTOXICIDADE – METILMERCÚRIO 
 

Alguns dados sugerem que vários mecanismos podem expl icar a 

grande heterogeneidade de sintomas observados na neurotoxicidade 

induzida pelo MeHg (Aschner, 2007). Alguns deles serão descri tos a 

seguir.  

 

1.4.1. Interação com grupos tióis 
  

A grande afinidade dos compostos mercuriais por grupos t ióis (-SH) 

serve como base para expl icar a ocorrência de vários efei tos biológicos do 

MeHg (Hughes, 1957). Nas reações de associação e dissociação, o 

mercúrio pode se mover de uma proteína ou molécula que contém grupo 
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t iol  para outras. Os mercuriais inibem a ação de algumas enzimas 

celulares; esta inativação pode estar relacionada à sua l igação com grupos 

sulf idrí l icos e pode ser revert ida por compostos t iól icos (Okamura-Ikeda et 

al .,  1985; Fonfria et al . ,  2001). O MeHg é capaz de cruzar a barreira 

hemato-encefál ica e sua l igação com grupos sul f idrí l icos endógenos 

faci l i ta sua entrada no cérebro através do sistema de transporte de L-

aminoácidos neutros (Aschner & Clarkson, 1988). Por este mesmo sistema, 

o MeHg também cruza a placenta e at inge o feto quando o sistema nervoso 

em desenvolvimento é especialmente sensível aos seus efeitos 

neurotóxicos (Kaj iwara et al .,  1996). 

 

1.4.2. Neurotoxicidade induzida pelo Glutamato 
 

O glutamato é o principal  neurotransmissor excitatório do SNC e está 

presente na maior ia das sinapses (Cotman et al .,  1981; Ozawa et al .,  

1998). Além do seu papel fundamental em vários processos f isiológicos 

como aprendizado e memória, em situações patológicas, como doenças 

neurodegenerativas e isquemias, a hiperativação do sistema 

glutamatérgico, como observado no excesso de glutamato l iberado, leva à 

toxicidade celular, chamada de excitotoxicidade (Lipton & Rosenberg, 

1994). Neste contexto, sabe-se que o MeHg pode aumentar a sensibi l idade 

à toxicidade induzida pelo N-meti l -D-aspartato (NMDA), um agonista 

glutamatérgico. A estimulação do receptor glutamatérgico ionotrópico 

NMDA é essencial durante a di ferenciação e migração das células grânulo-

cerebelares (Farrant et al . ,  1994; Rossi & Slater, 1993), e esse aumento à 

sensibi l idade ao NMDA pode levar à morte celular ao invés de 

diferenciação normal (Rossi et al . ,  1997). 

Um estudo recente in vi tro  demonstrou um efei to inibi tór io do MeHg na 

captação de glutamato por fat ias cérebro-cort icais em camundongos 

(Farina et al .,  2003), apontando para a excitotoxicidade como um dos 

mecanismos de toxicidade do MeHg. Esta hipótese já havia sido 

confirmada por Aschner e colaboradores (2000), onde o MeHg inibiu a 

captação de glutamato por astróci tos cult ivados, sugerindo que o MeHg 

leva a um aumento da concentração de glutamato extracelular. Em 2002, 
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Juarez e colaboradores observaram um aumento da concentração de 

glutamato extracelular no córtex frontal de ratos expostos ao MeHg. O 

MeHg induz a hiperativação dos receptores glutamatérgicos, dentre eles 

os  do t ipo NMDA, gerando assim um influxo de cálcio (Ca2+). Este 

acúmulo de Ca2+ causa morte celular através da ativação de enzimas 

proteolí t icas, disfunções mitocondriais, al terações no ci toesqueleto de 

células nervosas e geração de espécies reativas de oxigênio, que causam 

danos estruturais aos componentes celulares (Lafon-Cazal et al . ,  1993). 

Por outro lado, as espécies reativas de oxigênio que são geradas na 

presença de MeHg podem inibir o transporte de aminoácidos excitatór ios 

nos astróci tos, causando excitotoxicidade (Al len et al . 2001). 

Além do sistema glutamatérgico, outros sistemas também parecem 

estar envolvidos na neurotoxicidade induzida pelo MeHg. Experimentos in 

vivo mostraram redução da resposta motora a agonistas de receptores da 

dopamina (Gimenez-Lort et al . ,  2001), indicando que a exposição ao MeHg 

pode afetar a função motora mediada pela dopamina durante a maturação 

do sistema dopaminérgico e seus receptores (Wilson et al . ,1996). De 

acordo com estes dados, um estudo realizado por Daré e colaboradores 

mostrou alterações nos subtipos de receptores D1 e D2 de dopamina no 

estr iado de ratos expostos ao MeHg. Pequenas concentrações de MeHg 

também podem al terar os receptores GABA estr iatais como observado em 

culturas de células granulo-cerebelares (Fonfria et al . ,  2001). 

 

1.4.3. Estresse Oxidativo 
 

O estresse oxidativo tem sido implicado em uma variedade de 

doenças neurodegenerativas, doenças auto-imunes e inf lamatórias, além 

de estar envolvido na toxicidade induzida por metais (Lebel, 1991; Yee, 

1996). O sistema nervoso é extremamente sensível  ao estresse oxidativo 

devido à sua baixa quantidade de defesas antioxidantes, à al ta ativ idade 

metaból ica e às elevadas concentrações de compostos oxidáveis (Hal l iwel l  

& Guterr ide, 1985).  

 O estresse oxidativo está associado à acumulação de al tos níveis de 

espécies reativas tóxicas, como as espécies reativas de oxigênio (EROs), 
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ou diminuição da capacidade antioxidante. As EROs podem ser formadas a 

part i r  de radicais de oxigênio como o radical superóxido ou radical hidroxi l ,  

e também por moléculas não radicalares derivadas do oxigênio, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Estas espécies reativas são altamente 

oxidantes e podem causar danos em proteínas, enzimas e ácidos 

nucléicos, causando também peroxidação das membranas celulares 

(Aschner, 2007). 

Neste contexto, sabe-se que o MeHg pode levar a um aumento dos 

níveis de espécies reativas nos sistemas biológicos e este fenômeno 

parece envolver tanto a produção direta de tais espécies quanto a 

diminuição de suas detoxif icações (Aschner, 2007). Um importante 

mecanismo pelo qual o MeHg leva a um aumento de espécies reativas é 

através de sua ação na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial .  De 

fato, o MeHg interage diretamente com os complexos mitocondriais 

responsáveis pela respiração celular causando dano oxidativo na 

mitocôndria (Yee & Choi,  1996). Além disso, enzimas antioxidantes do 

sistema glutat iona (glutat iona peroxidase e glutationa redutase) parecem 

ser alvos moleculares relacionados aos efeitos neurotóxicos do MeHg 

(Franco et al .,  2006). Sabe-se também que a geração de óxido nítr ico é 

bastante aumentada após a indução da enzima óxido-nítr ico-sintase 

neuronal em decorrência da exposição ao MeHg (Shinyashiki  et al . ,  1998; 

Ikeda et al .,  1999) e que a al ta produção desta molécula pode levar ao 

dano oxidativo cerebral (Sanfel iu et al . ,  2003).    

         

1.5. MECANISMOS DE DEFESAS ANTIOXIDANTES 
 

Em sistemas aeróbicos, o equi l íbrio entre agentes pró-oxidantes 

(como as EROs) e o sistema de defesa antioxidante é essencial.  De fato, 

para proteger-se dos efei tos deletérios de EROs, a célula possui  um 

sistema de defesa que pode atuar em duas l inhas. Uma delas atua como 

detoxi f icadora do agente antes que este cause lesão. Esta l inha é 

consti tuída por glutat iona reduzida (GSH), superóxido-dismutase (SOD), 

catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vi tamina E (α-tocoferol).  A outra 

l inha de defesa tem a função de reparar a lesão ocorrida, sendo 
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consti tuída pelo ácido ascórbico, pela glutationa-redutase (GR) e pela 

GPx, entre outros. Com exceção da vitamina E (α-tocoferol) , que é um 

ant ioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes 

ant ioxidantes está no meio intracelular  (Hebbel, 1986; Ross et al ,  1991). 

O sistema ant ioxidante da glutationa (GSH) representa um alvo 

molecular envolvido na neurotoxicidade induzida pelo MeHg. A GSH é um 

tr ipeptídeo que contém glutamato, cisteína e gl icina e seu sít io ativo é 

representado por um grupo t iol  (sulf idri la ou –SH) de um resíduo de 

cisteína. Este tr ipeptídeo tem sido identi f icado como essencial para muitos 

processos celulares, pr incipalmente na detoxif icação dos peróxidos de 

hidrogênio, peróxidos orgânicos e radicais l ivres (Lomaestro & Malone, 

1995). A GSH part icipa também de muitas funções celulares como a 

modulação da prol i feração celular, síntese de proteínas e ácidos 

nucléicos, manutenção da forma ativa das enzimas (Paol icchi et al . ,  2002) 

e possui  um importante papel na regulação da apoptose (Hall ,  1999). 

A função antioxidante da glutationa depende primariamente do seu 

papel como um componente das vias enzimáticas que a célula possui para 

neutral izar as espécies reativas de oxigênio, sendo substrato para a 

enzima GPx na detoxi f icação de peróxidos orgânicos e de hidrogênio. A 

GPx catal isa a conversão de peróxidos orgânicos e de hidrogênio à H2O, 

oxidando duas moléculas de GSH formando assim glutationa oxidada 

(GSSG). Para recuperar a glutationa reduzida, a enzima glutationa 

redutase (GR) uti l iza equivalentes redutores de NADPH para converter 

GSSG novamente em duas moléculas de GSH (Dringen, 2000).  

A glutationa pode exist ir  intracelularmente tanto na forma oxidada 

(GSSG) quanto na forma reduzida (GSH), sendo que a manutenção da 

razão GSH:GSSG (aproximadamente 100:1) é crucial  para a sobrevivência 

celular (Bains & Shaw, 1997). 

A GSH é sintet izada tanto em neurônios como em células gl iais, 

sendo mais abundante nos astrócitos. No SNC, sua atividade antioxidante 

nos tecidos neurais é de extrema importância devida à alta geração de 

espécies reativas de oxigênio. A GSH parece prover neuroproteção contra 

excitotoxicidade por aminoácidos exci tatórios, além de modular receptores 
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ionotrópicos controlando as correntes transmembrana e também possui 

ação neuromoduladora em muitas vias neurais (Dringen, 2000).           

Anál ises bioquímicas mostraram uma diminuição da at iv idade de 

enzimas antioxidantes, dos níveis de glutationa, e um aumento nos níveis 

de espécies reativas de oxigênio como o ânion superóxido e peróxido de 

hidrogênio no SNC de animais expostos ao MeHg (Yu & Choi 1996). O 

MeHg diminui os níveis de GSH e a ativ idade da enzima GPX. Estas duas 

moléculas são consideradas uma defesa primária que previne as demais 

macromoléculas do dano oxidativo (Vicente et al . ,  2004). A diminuição da 

atividade desta enzima parece resul tar no aumento da peroxidação l ipídica 

e morte celular nos cérebros de animais expostos ao MeHg (Farina et al . ,  

2005; Franco et al .,  2006). 

 
1.6. O SISTEMA ENDÓCRINO 
 

O sistema endócrino é consti tuído por um conjunto de glândulas 

local izadas em diferentes áreas do corpo, como a t ireóide, as gônadas e 

as glândulas supra-renais, e pelos hormônios por elas sintetizados, tais 

como a t i roxina, os estrogênios e progestagênios, a testosterona e a 

adrenal ina (Ankley et al .,1998; Birkett et al . ,  2003). 

Hormônios são substâncias químicas (mensageiros) produzidas e 

secretadas pelas glândulas endócrinas e que, lançadas na corrente 

sangüínea, coordenam o funcionamento do organismo como um todo. 

Algumas funções que controlam são: atividades de órgãos completos, 

níveis de sais, açúcares e l íquidos no sangue, o uso e armazenamento de 

energia, o crescimento e o desenvolvimento de um determinado 

organismo, sua reprodução, suas característ icas sexuais, etc (Shimada et 

al .,  2001; Birkett et al . ,  2003; Lintelmann et al . ,  2003; Ghisel l i ,  2003). O 

controle da produção e secreção hormonal acontece principalmente 

através do eixo hipotálamo-hipófise. Através de um estimulo sensorial  o 

hipotálamo age sobre a hipófise anter ior ou posterior, estimulando a 

produção de hormônios que ativam outras glândulas, estimulando a 

produção de hormônios específ icos. No caso dos hormônios esteróides, 

através do estimulo hipotalâmico, a hipófise anterior produz dois 
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hormônios: luteinizante (LH) e o fol ículo est imulante (FSH), que são 

responsáveis por funções como a produção de espermatozóides e o 

controle do ciclo menstrual. Os hormônios LH e FSH agem sobre as 

gônadas (testículos e ovários), estimulando a produção de hormônios 

esteróides que podem agir  em diversos órgãos e tecidos (f igura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Controle Hormonal Hipotalâmico 
 

Estíulo Sensorial 

   hipotálamo 

 Hipófise anterior

 Testículos       /      Ovários

 testosterona    estrógenos 

    LH                  /          FSH           



 24

A ação de um determinado hormônio inic ia-se através da sua l igação a 

um receptor específ ico, no inter ior de uma célula ou em receptores de 

membrana (Baird et al . ,  2002; Lintelmann et al .,  2003). Os mecanismos 

moleculares (ou de transdução de sinais) envolvidos na ação hormonal 

serão descri tos poster iormente, enfatizando-se os hormônios esteróides. 

 

1.7. OS HORMÔNIOS ESTERÓIDES 
 
Os hormônios esteróides possuem uma estrutura química baseada no 

núcleo esteróide e a maioria deles é derivada do colesterol  (Figura 4). 

Estes hormônios são secretados pelo córtex adrenal (cort isol e 

aldosterona) ou pelas gônadas, sendo que os estrogênios e progesterona 

são secretados pelos ovários e a testosterona é secretada pelos testículos 

(Guyton & Hall ,  2005). 

A testosterona é um hormônio testicular fundamental,  formado nas 

células interst iciais de Leydig, s i tuadas entre os túbulos seminíferos 

testiculares. Após sua secreção, a testosterona circula na corrente 

sanguínea e é f ixada aos tecidos ou degradada a produtos inativos que 

serão subseqüentemente secretados. Em geral,  a testosterona controla a 

produção de espermatozóides e é responsável também pelas 

característ icas dist int ivas do corpo mascul ino (Li twack & Scimidt,1997). 

Este hormônio também pode promover o aumento da síntese de proteínas, 

pr inicpalmente musculares, contr ibuindo para funções anaból icas.  
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              Figura 4: Estrutra Química dos Hormônios Esteróides.  
Fonte: http://cache.eb.com/eb/image?id=6530&rendTypeId=4 

 

Existem dois t ipos de hormônios sexuais femininos, os estrogênios e 

as progestinas. A mais importante das progestinas é a progesterona, que é 

secretada em quantidades signi f icat ivas apenas durante a segunda metade 

do ciclo ovariano, quando é secretada pelo corpo lúteo. Os estrogênios 

são secretados em sua maior parte pelos ovários e uma pouca quantidade 

deste hormônio é secretada pelos córt ices adrenais. Apenas três 

estrógenos estão presentes em quantidades signi f icat ivas no plasma 

feminino: os hormônios β-estradiol ,  estrona e estr iol .  Pequenas 

quantidades de estrona são secretadas pelos ovários, mas a maior parte é 

formada nos tecidos periféricos a part i r  dos androgênios, secretados pelos 

córt ices adrenais e pelas células tecais ovarianas (González et al . ,  2000). O 

estr iol é um estrogênio fraco; é um produto oxidat ivo derivado do estradiol  

e da estrona. O pr incipal estrogênio secretado pelos ovários é o β-

estradiol . Este hormônio é produzido pelos ovários e atua no crescimento 

e desnvolvimento do organismo, é responsável pelo comportamento 

sexual, pelo desenvolvimento das característ icas sexuais femininas e 

controlando também o ciclo repordutivo.   
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Tanto o estradiol  quanto a testosterona são porduzidos já na vida 

fetal . Na infância, apenas uma pequena quantidade destes hormônios é 

produzida. Durante a puberdade, através do estimulo dos hormônios da 

hipófise anterior, esta produção aumenta, até por volta dos 50 anos de 

idade, quando começa novamente á decair.       

Os estrogênios são l ipofí l icos e possuem baixo peso molecular, 

podendo cruzar l ivremente a barreira hemato-encefál ica sem a 

necessidade de um sistema de transporte especial izado. Tanto em homens 

quanto em mulheres, os estrógenos são sintet izados em varias áreas do 

sistema nervoso central  pela conversão de androgênios a estrogênios pela 

ação da enzima aromatase (Brzowski et al . ,  1997). A testosterona é a 

molécula precursora da síntese dos estrógenos no sistema nervoso central 

e esta enzima, que é signi f icativamente expressa no cérebro, é 

responsável por esta conversão (Wil l ians & Satncel, 1996).    

 

1.8. ESTRÓGENOS E NEUROPROTEÇÃO 
 

Vários estudos têm relatado a importância de hormônios estrógenos 

em relação ao sistema nervoso central . De fato, no sistema nervoso 

central  em desenvolvimento, os estrógenos controlam a diferenciação e a 

plast ic idade neuronal (Garcia-Segura et al ,  2000) e o crescimento no 

hipotálamo, hipocampo e córtex cerebral (McEwen et al . ,  1999). No 

sistema nervoso central  adul to, estes hormônios parecem regular a 

secreção de hormônios no hipotálamo e pi tui tár ia e atuam no controle do 

comportamento sexual (McEwen, 1982). Além disso, através da alteração 

dos níveis de neurotransmissores, receptores e segundo mensageiros, os 

estrógenos também podem prevenir  más formações neuronais e esta 

regulação pode promover a sobrevivência dos neurônios e das 

ramif icações dos dendri tos (Garcia-Segura et al .,  2000).   

Efei tos neuroprotetores de hormônios estrógenos também têm sido 

relatados (Chetty et al . ,  2006). Alguns estudos real izados em células 

humanas mostraram efei tos protetores dos estrógenos em vários t ipos de 

células neuronais seguidos de diferentes t ipos de toxicidade, incluindo o 
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estresse oxidativo (Behl et al. ,  1995), toxicidade induzida pelo peptídeo β-

amilóide (Behl et al . ,  1997) e exci totoxicidade (Goodman et al .,  1996).  

Estudos in vivo demonstram que o hormônio estradiol  pode aumentar 

a viabi l idade celular e a di ferenciação de culturas primárias de células em 

diversos t ipos de populações neuronais, incluindo neurônios hipotalâmicos 

(Chowen et al .,  1992), neurônios da amígdala (Arimatsu & Hatanaka, 1986) 

e neurônios hipocampais (Brinton et al .,  1997). Igualmente, há evidências 

de que o estradiol pode prevenir  a morte celular induzida por di ferentes 

estímulos nocivos, como o ferro (Vedder et al . ,  1999), a anóxia e a 

toxicidade do glutamato (Singer et al. ,  1996). Ainda, concordando com 

evidências cl ínicas, vários experimentos em animais mostram que este 

hormônio promove melhora da performance memorial  em fêmeas: em um 

estudo real izado em ratas ovariectomizadas, a terapia de reposição de 

estrógenos promoveu melhora no desempenho dos t ipos de memória 

dependentes dos sistemas estr iatal  e hipocampal (Rissanen et al .,  1999). 

 

 

1.9. POTENCIAIS MECANISMOS DE AÇÃO PARA A NEUROPROTEÇÃO 

MEDIADA POR ESTRÓGENOS 
  

Apesar dos estrógenos serem descri tos como agentes neuroprotetores, os 

mecanismos pelos quais estes hormônios exercem a neuroproteção ainda 

não estão completamente esclarecidos. Todavia, alguns efeitos 

neuroprotetores dos estrógenos parecem estar relacionados com a 

ativação de receptores de estrógenos, o aumento da expressão de 

proteínas anti-apoptóticas, as interações com cascatas de segundos 

mensageiros, al terações na at ividade glutamatérgica e atividade 

ant ioxidante (Green & Simpkins, 2000). Entretanto, a função exata de cada 

um destes eventos na neuroproteção induzida pelos estrógenos ainda 

precisa ser elucidada. De qualquer forma, sabe-se que estrógenos, tais 

como o estradiol ,  podem afetar diretamente a sobrevivência celular ou 

prevenir a morte celular pela ação nas cascatas de morte celular, 

promovendo sobrevivência celular pela indução do crescimento axonal de 

neurônios lesados através do aumento da regeneração das conexões 
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neurais e pela promoção da transmissão sináptica (Figura 5 - Garcia-

Segura et al .,  2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Possíveis mecanismos envolvidos na neuroproteção pelo 
hormônio β-estradiol.  Adaptado de Garcia-Segura et al.,  (2000). 
 

A seguir,  serão aborados alguns fenômenos envolvidos na neuroproteção 

mediada por hormônios estrógenos. 

 

1.9.1. Ativação de Receptores Estrogênicos 
 

O mecanismo de ação clássico do estrógeno ocorre através de sua 

interação com um dos dois t ipos de receptores estrogênicos: t ipo α  (RE α) 

e t ipo β  (RE β) , que agem como fatores de transcrição nuclear (Green et 

al .,  1986; Kuiper et al . ,  1996). Cada t ipo de receptor estrogênico é 

formado por vários domínios (Horvi tz et al . ,  1996): ( i )  um domínio N-

terminal al tamente variável contendo uma região de trans-ativação que 

ativa a expressão de genes alvo pela integração com a maquinaria 

transcricional ; ( i i )  um domínio l igante ao DNA envolvido na dimerização do 

receptor e na l igação específ ica ao DNA; ( i i i )  um domínio complexo que 

também está envolvido na local ização nuclear, na dimerização do receptor 
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e na interação com outros fatores transcric ionais regulatórios. Os 

receptores do t ipo α  e do t ipo β  possuem seqüências similares no DNA e 

nos domínios de l igação ao l igante. Quando um deles se l iga ao estradiol , 

pode formar homo ou heterodímeros que, quando l igados aos elementos 

de resposta ao estrogênio (ERE) no DNA, recrutam outros componentes da 

maquinaria de transcrição para promover a expressão gênica (Webb, 

1995). Quando l igado a algum tipo de receptor, o estradiol  pode também 

l igar-se diretamente a um complexo que regula a expressão gênica através 

da at ivação de outras proteínas, sendo que este mecanismo é 

independente dos EREs (f igura 6).   

Diversos estudos in vivo foram real izados em fêmeas 

ovariectomizadas (para a remoção do l igante endógeno) que receberam 

injeção do hormônio na forma radioativa (Pfaff,  1973; Shsuhrue, 1998). 

Após autoradiografia, uma grande quantidade de receptores estrogênicos 

foi  detectada nas estruturas l ímbicas e hipotalâmicas, consistente com os 

conhecidos efeitos dos estrógenos na f isiologia reprodutiva e no 

comportamento. Alguns estudos de expressão do RNA mensageiro para 

REα  e REβ  indicam uma pequena quantidade destes receptores em células 

piramidais e no hipocampo dorsal (Simerly et al . ,  1990; Shughrue et al .,  

1997). Em outros estudos, foi  detectada a presença de receptores 

estrogênicos extranucleares, local izados nos axônios, dendri tos, s inapses 

e também nas células da gl ia (Blaustein et al . ,  1992; Mi lner et al . ,  2001). 

  Várias evidências apontam para a existência de um terceiro t ipo de 

receptor estrogênico extranuclear chamado receptor estrogênico X (RE-X) 

(Toran-al lerand et al.,  2002). A presença do RE-X foi  observada 

primeiramente na membrana plasmática. Os efeitos cerebrais do estradiol 

dependentes deste t ipo de receptor ocorrem principalmente durante o 

desenvolvimento e o mecanismo de ação do ER-X parece estar l igado à 

ativação MAPK (Toran-al lerand et al . ,  2002).   

Diversos estudos demonstram ações dos receptores estrogênicos na 

neuroproteção mediada pelos esteróides. Um estudo real izado por Gold e 

seus colaboradores (1999) mostrou que a ação neurotrófica do estradiol  

em culturas de células hipocampais é reduzida por algumas substâncias 

como a geldanamicina, que provoca a ruptura do complexo formado pelo 
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esteróide e seu receptor,  indicando que os componentes deste complexo 

estão envolvidos nos efei tos neuroprotetores do estrógeno. Um estudo in 

vivo real izado por Azcoit ia e seus colaboradodes (1999) demonstrou que a 

administração intracerebroventr icular de antagonistas de receptores 

estrogênicos promoveu a inibição dos efeitos neuroprotetores do estradiol 

em neurônios hipocampais de ratas ovariectomizadas expostas ao ácido 

caínico. 

Apesar do exposto acima, algumas evidências mostram que alguns 

dos efei tos neuroprotetores do estradiol  não ocorrem através do 

mecanismo de ação clássico mediado pelo receptor estrogênico (Green & 

Simpkins, 2000). De fato, em alguns estudos, os antagonistas dos 

receptores não atenuam as ações protetoras do β-estradiol  em vários 

modelos de neurotoxicidade (Green et al .,  1997; Moosman & Behl, 1999).  
Adaptado de http://www.nsf.gov/news/mmg/media/images 

 

Figura 6: Mecanismo clássico de ação de estrógenos em receptores 
estrogênicos - Adaptado de: www.nsf.gov.news/mmg/media/images  
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1.9.2. Regulação do crescimento sináptico e da regeneração axonal 
 

Como relatado anteriormente, os estrógenos podem regular a 

formação de sinapses durante o desenvolvimento e induzir a plast icidade 

sináptica no cérebro adulto (Matsumoto, 1991; Garcia-Segura et al .,  1994). 

Estes efeitos hormonais estão envolvidos na di ferenciação sexual de 

conectividade sináptica e na regulação f is iológica da função cerebral 

(Garcia-Segura et al .,  2001). Os estrógenos também podem promover o 

crescimento sináptico após injúr ias (Matsumoto et al .,  1986). 

Muitas moléculas di ferentes incluindo componentes do ci to-esqueleto, 

moléculas de adesão, fatores de crescimento, fatores solúveis e 

neurotrofinas part icipam do processo de crescimento axonal. Uma proteína 

que pode estar envolvida na regeneração axonal induzida pelo estrógeno é 

a GAP-43, conhecida também como B-50. Esta proteína pré-sinaptica está 

envolvida no crescimento e regeneração de axônios e sua expressão é 

modulada pelo estrógeno (Oestreicher et al . ,  1997).             

 

 

1.9.3. Modulação da expressão de proteínas reguladoras da morte 
celular  
 

As proteínas da famíl ia bcl-2 são importantes moduladoras da 

apoptose neuronal e incluem tanto inibidores (bcl-2, bcl-XL) quanto 

promotores (bax, bad e bcl-XS) de apoptose. Os níveis relat ivos destas 

duas classes de membros da famíl ia bcl determinam a vulnerabi l idade de 

uma célula individual para o estimulo apoptótico via complexo de interação 

proteína-proteína (Merry & Korsemeyer, 1997). A bcl-2 e a bcl-XL são 

elementos responsivos ao estrógeno em suas regiões promotoras. O 

hormônio 17β-estradiol parece aumentar a imunoreatividade de bcl-2 e bcl-

XL em alguns t ipos de células neuronais (Garcia-Segura, 1998). A 

exposição ao hormônio 17β-estradiol também pode causar decl ínio nos 

níveis de RNA mensageiro para a proteína pró-apoptotica BAD (Gol lalpudi 

& Obl inger,  1999).  De acordo com estes dados, um estudo mostrou que o 

aumento da expressão de bcl-2 está associado com a proteção hormonal 
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de neurônios em modelos de morte celular induzida por glutamato e 

peróxido de hidrogênio (Singer et al . ,  1998). O estradiol também aumentou 

signif icantemente a expressão da proteína anti-apoptot ica bcl-X em 

culturas de células neuronais, e esta indução está associada com a 

redução da apoptose induzida pelo peptídeo β-ami lóide (Singer et al . ,  

1999). 

Pela indução da bcl-2, o estradiol  pode promover a sobrevivência 

neuronal após a injúr ia tanto pela inibição da morte celular induzida pela 

bcl-2, quanto pela faci l i tação da regeneração da conectividade neuronal, 

induzida por esta proteína. A bcl-2 pode atenuar a geração de espécies 

reativas de oxigênio e o estradiol  pode reduzir o estresse oxidativo no 

tecido neural pela indução da expressão de bcl-2 (Bogdanov et al . ,  1999).        

 

1.9.4. Ativação da via de transdução de sinal MAPK 

 
A interação entre estrógenos e neurotrof inas é complexa, com 

regulação di ferencial e recíproca de receptores estrogênicos e receptores 

de neurotrofinas pelos seus l igantes, sugerindo possíveis interações entre 

as duas vias de transdução de sinal (Green & Simpkins, 2000). 

A via de transdução de sinal  da MAPK (do inglês, mitogen-activated 

protein kinase; proteína cinase at ivada por mitógeno) pode ser modulada 

pelos receptores estrogênicos de membrana, que ativam as proteínas G e 

regulam posit iva ou negativamente a modulação transcric ional. Esta ação 

requer modif icações nas vias de transdução de sinal,  como a ERK 

(proteína cinase regulada por sinal extracelular). A ativação da via MAPK 

é rápida e a fosfori lação da ERK ocorre de 5 á 15 minutos após a 

exposição ao estradiol (Singh et al . ,  1999). Nesta via, ocorre grande 

ativação de b-raf,  cuja atividade é rapidamente aumentada após 

tratamento com estradiol.  Alguns dados sugerem a existência de um 

complexo formado pelo receptor estrogênico e pela b-raf que pode modular 

a ativação da via MAPK mediada pelo estradiol  (Singh et al .,  1999).  

 

Algumas evidências sugerem que esta via pode mediar os efeitos 

neuroprotetores dos estrógenos. Em um experimento uti l izando o inibidor 
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desta via, o PD 98059, observou-se uma inibição da proteção mediada por 

estrógenos em neurônios cort icais expostos ao glutamato (Singer et al . ,  

1999). Porém, a importância desta via na neuroproteção mediada pelos 

estrógenos pode di fer ir  de acordo com o t ipo de neurônio e de toxicidade 

(Green & Simpkins, 1997).     

 

1.9.5. Ativação da via AMPc-PKA-CREB 
 

A via AMPc-PKA é uma via de transdução de sinal  que aumenta a 

atividade da adeni lato ciclase resultando no aumento da concentração de  

adenosina monofosfato cícl ico (AMPc) e com a ativação da proteína cinase 

A (PKA) (Green & Simpkins, 2000). O estradiol aumenta a acumulação de 

AMPc em vários t ipos de células neuronais. O aumento dos níveis 

celulares de AMPc gera aumento da fosfor i lação da proteína de l igação ao 

elemento de responsivo ao AMPc (CREB) (Gu & Moss, 1996). A CREB 

pode ser fosfori lada por outras vias como a MAPK e a CAM cinase (Figura 

7), que também são at ivadas pela exposição ao estradiol  (Hayashi et al . ,  

1994). 

A fosfor i lação de CREB via AMPc parece contribuir  para os efei tos 

neuroprotetores do estradiol, pois a at ivação da via do AMPc está 

associada com a diminuição da susceptibi l idade de células neuronais aos 

sinais apoptóticos (Camparde et al .,  1999; Kobayashi e Shinozawa, 1997). 

O aumento da fosfor i lação de CREB está associado ao aumento da 

sobrevivência neuronal e ao aumento da resistência destas células à 

injur ia isquêmica (Hanson et al , 1998). A via AMPc-PKA-CREB pode 

aumentar a sobrevivência neuronal através do aumento da expressão da 

proteína ant i-apoptótica bcl-2 (Ji  et al . ,  1996). 
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Figura 7. Representação das principais vias envolvidas na fosforilação 
de CREB, incluindo a via AMPc-PKA. Abreviações: AC, adenilato 
ciclase; PKA, proteína cinase A; CAMK, cinase dependente de Ca2+-
calmodulina; MAPK, proteína cinase ativada por mitógeno; CRE, 
elemento de resposta ao AMP cíclico; CREB, proteína ligante de CRE. 
Adaptado de Green & Simpkins, 2000. 
 
 

1.9.5. Atenuação direta da ativação dos receptores de glutamato 
 

A morte celular por excitoxicidade ocorre quando um dos t ipos de 

receptores de glutamato AMPA, cainato ou NMDA é hiper-ativado, gerando 

grande inf luxo de cálcio. Os estrógenos podem exercer seus efeitos 

neuroprotetores pela interação direta com receptores glutamatérgicos, pois 

este hormônio tem sido demonstrado como um antagonista do receptor 

NMDA. Em alguns estudos, foram observadas al terações nas respostas 

despolarizantes ao AMPA e atenuação das correntes de cálcio induzidas 

pelo NMDA após exposição ao estradiol  (Weaver et al . ,  1996). O estradiol  

pode bloquear o inf luxo de CA2+ na célula através de alterações nos canais 

de cálcio, sendo que este efei to é mediado pelo receptor estrogênico de 

membrana (Mermelstein et al . ,  1996). Alguns dados indicam que a 

exposição ao estrógeno pode aumentar a quantidade de cálcio intracelular 

quando expostas a concentrações f isiológicas de glutamato, mas pode 

atenuar a concentração de cálcio intracelular associada com níveis tóxicos 

de glutamato (Chen & Brinton, 1999; Zauolyanov et al., 1999). 
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1.9.6. Atividade antioxidante 
 

Para exercer seus efei tos antioxidantes, o estradiol pode uti l izar 

outros possíveis mecanismos neuroprotetores, independentes da ativação 

do receptor estrogênico nuclear (Garcia-Segura et al . ,  2000). O estradiol 

pode interagir com sít ios de l igação na membrana plasmática e provocar 

diversos efei tos na transmissão e excitabi l idade neuronal (Ramirez & 

Zheng, 1996; Bicknel l ,  1998). 

 

 

1.9.7. Neuroproteção: Neurônio x Glia 
 
As células gl iais são componentes essências para a função neuronal 

normal e para a resposta do tecido neural à injúria. Há evidencias de que 

as células gl iais são alvos dos hormônios esteróides (Garcia-Segura et al . ,  

1996; Jordan, 1999) e que part icipam do metabolismo da síntese destes 

hormônios (Melcangi et al . ,  1999). As células da gl ia medeiam di ferentes 

ações de esteróides gonadais na regulação do desenvolvimento e 

plast ic idade de populações neuronais específ icas e no controle de eventos 

neuroendócrinos (Garcia-Segura et al . ,  1996; Ojeda & Ma, 1999). Portanto, 

estas células podem estar envolvidas nos efei tos de neuroproteção e 

regeneração dos hormônios gonadais (Melcangi et al . ,  1999; Nichols, 

1999). 

Receptores estrogênicos foram detectados em varias populações de 

células gl iais (Azcoit ia et al . ,  1999) e os estrógenos regulam a morfologia 

e a expressão de genes gl iais (Garcia-Segura et al .,  1996; Stone et al .,  

1998). Os estrógenos podem regular a formação de gl iose reativa, in ibindo 

a prol i feração de astróci tos após injúr ia e o acúmulo de astróci tos reativos 

em áreas lesionadas do cérebro (Garcia-Estrada et al . ,  1993; 1999). Estes 

efeitos dos estrógenos na gl iose reativa podem ser fatores contr ibuintes 

para regeneração neuronal, pois estes hormônios podem regular a 

produção de ci tocinas pelo tecido gl ial  que poderiam causar morte dos 

neurônios.  
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As células gl iais, pr incipalmente os astróci tos, podem mediar os 

efei tos hormonais, pois podem produzir hormônios esteróides, incluindo 

estradiol . Estas células estão envolvidas na indução da enzima aromatase 

que é produtora de estrógenos e precursores andrógenos (Garcia-Segura 

et al .,  2001).          

 

1.10. NEUROTOXICIDADE DO MeHg - SUSCEPTIBILIDADE SEXO-
DEPENDENTE 
 

Alguns dados cl ínicos sugerem que as mulheres se recuperam melhor 

que os homens após um dano cerebral traumático (Wise, 2002).  

Concordando com esta observação, em vários modelos experimentais, os 

animais machos mostraram-se mais vulneráveis que as fêmeas às lesões 

neurais (Li  et al . ,  1996; Alkayed et al .,  1998). A di ferença sexual nas 

respostas às diferentes formas de lesão cerebral pode ser, ao menos em 

parte, mediada por estrógenos, progesterona e testosterona. Embora 

alguns estudos apontem alguns efeitos da testosterona na regeneração 

neuronal (Yu, 1989), este hormônio pode ter um efei to negativo em 

algumas populações neuronais. Em um estudo real izado por Hawk e seus 

colaboradores (1998), foi  observado que a testosterona aumentou a lesão 

induzida pela oclusão da artéria cerebral média em ratos machos 

castrados, enquanto que o tratamento com estradiol  diminuiu a área 

isquêmica. Estas lesões estão associadas a sintomas motores e são 

al tamente sexo-dependetes, mostrando uma maior susceptibi l idade dos 

machos quando comparados às fêmeas (Nishino et al .,  1998). Este efei to 

deletério da testosterona em alguns modelos de injúria cerebral pode ser 

secundário à sua conversão em dihidro-testosterona e sua ação no 

receptor endógeno. Estes efeitos negativos da testosterona também podem 

ser conseqüências da sua conversão em estradiol  pela ativ idade local  da 

enzima aromatase (Garcia-Segura et al .,  2001).      

Algumas evidências apontam para a possibi l idade dos efeitos 

neurotóxicos do MeHg serem sexo-dependentes, sugerindo que os 

hormônios sexuais podem influenciar direta ou indiretamente tal  

toxicidade. Estudos em humanos mostram uma maior susceptibi l idade de 
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meninos aos efei tos neurotóxicos do MeHg quando comparados com 

meninas da mesma idade (Marsh et al . ,  1987). Estudos em camundongos 

neonatos apontam para alterações celulares nos cerebelos dos machos 

expostos a uma baixa dose de MeHg, sendo que tais al terações somente 

foram observadas nas fêmeas quando expostas altas doses (Grant-

Webster et al . ,  1992). Outros estudos em proles de ratos neonatos 

expostos a baixas doses de MeHg mostraram uma diminuição da ativ idade 

locomotora espontânea destes animais que persist i ram na fase adulta, 

sendo que essa diminuição foi  observada somente nos machos (Rossi  et 

al . ,1996). 

Um estudo realizado por Hirayama e colaboradores (1986) demonstrou 

que o metabolismo e a el iminação de MeHg ocorre mais lentamente em 

machos do que em fêmeas e que a seqüência de eventos que levam à 

excreção ur inária do MeHg pode ser controlada pelos hormônios sexuais. 

Estes autores observaram aumento do acúmulo renal e excreção urinária 

de mercúrio e uma diminuição dos níveis de Hg em no fígado, nos 

er i trócitos e no cérebro de fêmeas tratadas com propinato de testosterona. 

Neste mesmo estudo, anál ises de machos castrados e machos tratados 

com benzoato de estradiol  revelaram que o turnover (síntese/degradação) 

da glutationa total  aos tecidos foi  afetado signi f icantemente pelos 

hormônios sexuais. 

 O MeHg tem uma alta af inidade por compostos t iol icos, tais como a 

GSH, e a formação de um complexo GSH-MeHg é de grande importância 

para o acúmulo renal de MeHg (Ol iveira et al. ,  2006). O transporte e 

metabolismo da GSH e seus derivados pode ser um dos muitos fatores 

importantes para determinar a distr ibuição aos tecidos e a el iminação de 

MeHg em organismos afetados por este composto tóxico (Hirayama et al .,  

1986). A enzima γ-glutamil- transpeptidase é a única enzima que hidrol isa o 

resíduo γ-glutamil  da GSH e seus derivados. Esta enzima está local izada 

exclusivamente na superfíc ie externa da membrana plasmática e a 

degradação da GSH ocorre extracelularmente (Nishiyama et al .,  1987). Há 

evidências de que a diferença na velocidade de el iminação do MeHg  entre 

machos e  fêmeas pode estar relacionada com a di ferença na meia-vida 

tecidual da GSH entre os dois sexos (Hirayama, 1986).         
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A toxicidade do MeHg é mediada pelo estresse oxidativo e pode ser 

antagonizada por compostos antioxidantes e por estrógenos (Daré et al . ,  

2000). Alguns antioxidantes que podem antagonizar os efei tos do estresse 

oxidativo, como a GSH, parecem ser inf luenciados pelos hormônios 

sexuais em roedores (Hirayama et al . ,  1987; Taskiran et al .,  1997). Esse 

dismorf ismo sexual na expressão dos sistemas de defesa antioxidante 

parece afetar a susceptibi l idade aos efei tos neurotóxicos do MeHg de 

forma diferenciada em machos e fêmeas (Giménez-Llort et al . ,  2001). 

 

 
2. JUSTIFICATIVA  

 

Conforme mencionado anteriormente, parece haver uma maior 

resistência de fêmeas aos efei tos neurotóxicos do MeHg quando 

comparadas com machos. Além disso, tais efei tos parecem ser mediados, 

ao menos em parte, por estresse oxidativo. Desta forma, torna-se 

importante investigar se hormônios sexuais femininos (principalmente 

estrógenos) são capazes de modular os efeitos pró-oxidativos do MeHg no 

sistema nervoso central , correlacionando défic i ts motores com dano 

oxidativo cerebelar. A descoberta de uma possível relação entre 

hormônios sexuais femininos e neurotoxicidade induzida por MeHg 

certamente contr ibuirá para um melhor entendimento acerca dos 

mecanismos moleculares relacionados com os severos danos induzidos 

por este importante toxicante ambiental . 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo Geral  
 

   Aval iar os efeitos neurotóxicos do MeHg e a possível 

susceptibi l idade sexo-dependente a tal neurotoxicidade em camundongos, 

aval iando variáveis comportamentais relacionadas à ativ idade locomotora 

com variáveis bioquímicas relacionadas ao estresse oxidativo no cerebelo 

dos animais.  

 

3.2. Objetivos específicos 
 

-  Aval iar os efei tos da exposição oral  ao meti lmercúrio sobre a 

atividade locomotora e o desempenho motor em camundongos machos e 

fêmeas, através dos testes do Rotarod e Campo Aberto.  

 

-  Avaliar os efeitos da exposição oral ao meti lmercúrio sobre 

parâmetros bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo no cerebelo de 

camundongos machos e fêmeas; 

 

-  Avaliar o efei to da castração e da administração do hormônio 17β-

estradiol  sobre os parâmetros bioquímicos e comportamentais acima 

ci tados, em camundongos machos expostos ao meti lmercúrio; 
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4.  MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Animais :   

Foram uti l izados camundongos adultos (2 meses) Swiss adultos 

machos e fêmeas, pesando entre 35 e 45 g, mantidos numa sala com 

temperatura controlada de 24 +/- 2 °C, com l ivre acesso à comida (Ração 

para roedores - Nuvital ,  PR), em ciclo claro/escuro 12:12 horas (7:00-

19:00 h). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Federal  de Santa Catarina e todos os procedimentos 

real izados foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UFSC, sob o protocolo número (313/CEUA; 

23080.026023/2004-39/UFSC).  

 

4.2. Tratamento :  

 Foram uti l izados 36 camundongos, sendo que estes foram divididos 

em 6 grupos da seguinte forma: 

- Grupo 1 (controle): animais machos que receberam uma injeção de 

sal ina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutânea) 

em dias alternados e água de beber ad l ib i tum, durante  21 dias; 

- Grupo 2 (MeHg): animais machos que receberam uma injeção de 

sal ina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutânea) 

em dias al ternados e uma solução de meti lmercúrio (40 mg/L) dissolvido 

na água de beber ad l ibi tum, durante  21 dias; 

-  Grupo 3 MeHg + 17β  estradiol):  animais machos que receberam uma 

injeção do hormônio 17β-estradiol (dose 10 µg/animal) dissolvido em 

sal ina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutânea) 

em dias al ternados e uma solução de meti lmercúrio (40 mg/L) dissolvido 

na água de beber ad l ibi tum, durante  21 dias; 

-  Grupo 4 (MeHg + castração): animais machos (MeHg + castração) 

que foram castrados duas semanas antes do início do tratamento e 

receberam uma injeção de sal ina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 

mL/kg, pela via subcutânea) em dias al ternados e uma solução de 

meti lmercúrio (40 mg/L) dissolvido na água de beber ad l ib i tum, durante  

21 dias; 
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- Grupo 5 (fêmeas controle): animais fêmeas (controle) receberam 

uma injeção de sal ina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela 

via subcutânea) em dias consecutivos e água de beber ad l ibi tum, durante  

21 dias; 

- Grupo 6 (animais fêmeas MeHg): receberam uma injeção de sal ina 

(NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutânea) em 

dias alternados e uma solução de meti lmercúrio (40 mg/L) dissolvido na 

água de beber ad l ib i tum, durante  21 dias. 

 

4.3. Testes comportamentais 
 
4.3.1. Avaliação da atividade locomotora através do teste do 

campo aberto (Open Field)  

   

 Este teste foi real izado para aval iação da ativ idade locomotora e foi  

baseado em um estudo prévio do nosso grupo (Farina et al .,  2005). Os 

animais foram colocados individualmente em uma caixa medindo 40x40x40 

cm e subdividida em l inhas formando 16 quadrantes (Figura 8), medindo 

10x10 cm. O número de quadrantes cruzados com as quatro patas durante 

um período de seis minutos foi  o parâmetro uti l izado para avaliar a 

atividade locomotora.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. I lustração da caixa de Campo Aberto (open field).  
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4.3.2. Rotarod 
 

A coordenação motora foi aval iada pelo teste de Rotarod (Farina et 

al .,  2005). O aparato consiste em uma barra com 2,5 cm de diâmetro, 

subdividida em quatro compart imentos por discos de 25 cm de diâmetro 

(f igura 9). A barra girava numa velocidade constante de 20 rotações por 

minuto. Foram real izadas três sessões onde se aval iou o tempo de 

permanência do animal no aparato (permanência na barra giratória), sendo 

o tempo máximo de 60 segundos. Apenas a úl t ima sessão foi  considerada 

na anál ise, sendo que as duas seções inic iais serviram apenas como 

treino. O tempo de permanência na barra giratór ia foi  indicativo de 

desempenho motor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 

Figura 9. I lustração do aparato de Rotaroad.  
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4.4. Análises Bioquímicas 
 

4.4.1. Preparação tecidual 
 

Após os testes comportamentais,  os animais foram sacri f icados por 

decapitação e t iveram o cerebelo removido dicecado homogeneizado em 5 

volumes de tampão HEPES 25 mH, pH 7,4. Os homogenatos foram 

centri fugados a 10.000 x g por 30 minutos a 4 graus centígrados, 

objet ivando a obtenção do sobrenadante para a aval iação da atividade de 

enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa redutase) e dos 

níveis de glutationa e substâncias reativas com o ácido t iobarbi túrico 

(produtos de peroxidação l ipídica). 

 

4.4.2. Lipoperoxidação - Método Espectrofotométrico TBARS-MDA: 
  

A l ipoperoxidação foi  estimada pela detecção dos derivados dos 

l ipoperóxidos, através de substâncias reativas ao ácido t iobarbitúrico 

(TBARS), como malonildialdeído (MDA), que devido á peroxidação de 

l ipídeos formou um produto de coloração rosa. Desta forma, neste estudo 

uti l izamos o termo l ipoperoxidação para nos refer ir  a estas medidas. Os 

sobrenadantes teciduais foram incubados a 90 graus centígrados em um 

meio contendo 1,3 M de tampão acetato (pH 3,4), ácido t iobarbi túrico (0,27 

M), o dodeci l  sul fato de sódio (8,1%). Após 1 hora, o material foi  resfr iado 

durante 15 minutos e a medida do complexo TBA-MDA (produto color ido 

formado = substância reativa ao TBA) foi fei ta no espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 535 nm (Ohkawa et al ; 1979). 

 

4.4.3 Determinação das concentrações de Glutationa Reduzida (GSH): 
 

Os grupamentos t ióis não-proteicos (NPSH) nas amostras foram 

determinados usando reagente de El lman, 5,5-dit iobis 2-ni trobenzoato 

(DTNB). A amostra (100 µL do sobrenadante) foi misturado com 100 µL de 

ácido tr ic loroacético (TCA) a 10%. Após, as amostras foram centri fugadas 

a 10.000 x g por 5 min. Os NPSH foram quanti f icados pela adição de 150 
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µL do sobrenadante em 425 µL de TFK 1 M, pH 7,0 e 25 µL de DTNB 10 

mM. O monitoramento da concentração dos grupos t ióis foi aval iando 

através da medida da absorbância em 412 nm devido ao produto resultante 

da reação da GSH com DTNB, que gerou o TNB de cor amarela (El lman, 

1959). 

 

4.4.4. Avaliação da atividade Glutationa Peroxidase (GPx):  
 

A GPx catal isa a redução de H2O2, bem como outros l ipoperóxidos, 

uti l izando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato e produzindo 

glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é reduzida pela glutationa redutase 

com o consumo de NADPH, que foi mensurado através da lei tura em 

espectrofotômetro em 340 nm (Wendel, 1981). Para este ensaio, o meio de 

reação continha tampão fosfato 0, 25 M, pH 7,0 ,  1 mM EDTA, GSH 100 

mM, GR 5 U/ mL e NADPH 0,1 mM. Adicionou-se, neste meio, a amostra 

(25 µL do sobrenadante) para mensurar o consumo inespecíf ico de NADPH 

através de uma lei tura por 2 minutos, a 340 nm. Ao adicionar o substrato 

(1 mM t-BOOH), a lei tura foi  real izada por mais 2 minutos. Ao decréscimo 

de absorbância (340 nm) por minuto obtido descontou-se o consumo 

inespecíf ico de NADPH. O valor obtido foi div idido pelo coefic iente de 

extinção molar do NADPH (ε  = 6.220 M-1 cm-1) e mult ipl icado pelas 

di luições.  

 

4.4.5 Avaliação da atividade Glutationa Redutase (GR):  
 

A GR catal isa a redução da glutat iona oxidada (GSSG) através da 

oxidação do NADPH. Ao uti l izar o substrato GSSG, a enzima leva ao 

consumo de NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A velocidade de 

consumo de NADPH, em condições de saturação, expressa a ativ idade 

enzimática (Carlberg e Mannervik, 1985). O meio de reação continha 

tampão fosfato 0,25 M, pH 7,0, 1 mM EDTA, NADPH 0,2 mM. Após 

adicionar a amostra (25 µL do sobrenadante),  o consumo inespecíf ico de 

NADPH foi mensurado por 2 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato GSSG 

1 mM a lei tura foi  real izada por 2 minutos adicionais e descontou-se o 
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consumo inespecíf ico de NADPH do decaimento por minuto obtido. O valor 

obt ido foi  div idido pelo coeficiente de extinção molar do NADPH (ε  = 6.220 

M-1 cm-1) e mult ipl icado pelas di luições.  

 

4.4.6. Dosagem de Proteínas: 
 

O conteúdo de proteínas foi quanti f icado pelo método de Bradford 

(1976), usando albumina de soro bovino como padrão. 

 
4.5. Análise Estatística :   

 

Foi efetuada a anál ise de variância (ANOVA) de uma via, seguida do 

teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. As diferenças entre as 

médias foram consideradas estat ist icamente signif icativas quando p < 

0,05. 
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5. RESULTADOS 
 

 

 A ingesta líquida dos animais foi monitorada no intuito de detectar alguma possível 

diminuição nesta variável nos grupos expostos ao MeHg. Isto poderia ocorrer devido ao 

gosto metálico do composto, causando uma possível desidratação nestes animais. 

Entretanto, não foram observadas diferenças significativas nas ingestas líquidas entre 

todos os grupos experimentais (Tabela 1).    

 

 

Grupos Ingesta líquida  

(ml/dia/ animal) 

Machos controle 13,5 ± 0,7 

Machos MeHg 12,4 ± 0,6 

Machos MeHg 17 βestradiol 13,7 ± 0,4 

Machos MeHg castrados 11,9 ± 0,7 

Fêmeas controle 12,5 ± 0,6 

Fêmeas MeHg 11,5 ± 0,7 

 

 

Tabela 1: Ingesta líquida dos animais durante o tratamento. Os valores estão 
expressos como media ± desvio padrão. Não foram detectadas diferenças significativas 
através da análise de variância (p>0,05). 
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5.1. Testes Comportamentais 
 

A coordenação motora dos animais foi avaliada pelo seu tempo de permanência 

na barra giratória do aparato de Rotarod. A Figura 10 mostra que o tratamento com MeHg 

não alterou a coordenação motora das fêmeas quando comparadas com fêmeas do grupo 

controle. Nos animais machos, a exposição ao MeHg promoveu uma diminuição da 

coordenação motora. Entretanto, este efeito não foi observado nos animais machos 

castrados e nos machos tratados com o hormônio 17β estradiol. Assim, o déficit na 

coordenação motora provocado pelo tratamento com MeHg durante 21 dias foi prevenido 

pela castração e pelo tratamento com o hormônio 17β estradiol 

 

 

Figura 10: Efeitos da administração oral de MeHg sobre o desempenho 
motor de camundongos machos e fêmeas. O tempo de permanência dos animais no 
aparato é expresso em segundos e apresentado como média ± erro padrão da média. 
Letras diferentes indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA 
de uma via, seguida do teste de Duncan.  
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No intuito de avaliar a atividade locomotora dos animais, foi realizado o Teste do 

Campo Aberto (Figura 11). A análise de variância de uma via indicou que todos os grupos 

expostos ao MeHg durante 21 dias, apresentaram diminuição da atividade locomotora (p 

< 0,05), quando comparados aos grupos controle. Entretanto, esta diminuição mostrou-se 

menos acentuada nas fêmeas quando comparadas aos machos expostos ao MeHg. A 

castração e o tratamento com o hormônio 17 β estradiol preveniram parcialmente os 

danos na atividade locomotora provocados pelo MeHg 

 

 

 
Figura 11: Efeito da administração oral de MeHg sobre a locomoção  de 

camundongos machos e fêmeas. A atividade locomotora dos animais no é expressa em 
quadrantes cruzados e apresentada como média ± erro padrão da média. Letras 
diferentes indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA de 
uma via, seguida do teste de Duncan. 
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5.2. Análises Bioquímicas – Parâmetros relacionados com o Estresse 
Oxidativo  

 

Os níveis cerebelares de produtos de peroxidação lipídica (substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico - TBARS) são demonstrados na figura 12. Os resultados indicam que 

o tratamento com MeHg promoveu um aumento significativo (p < 0,05) dos níveis de 

TBARS no cerebelo dos animais machos tratados com MeHg, sendo que este efeito não 

foi observado nas fêmeas. O aumento da peroxidação lipídica cerebelar foi prevenida pela 

castração e também pelo tratamento com o hormônio 17β-estradiol nos machos 

 

 

Figura 12: Efeito da administração oral de MeHg sobre a peroxidação lipídica 
cerebelar. Os níveis de TBARS são expressos como nmol de malondialdeído (MDA)/mg 
de proteína e apresentados como média ± erro padrão da média. Letras diferentes 
indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA de uma via, 
seguida do teste de Duncan. 
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A figura 13 demonstra os níveis cerebelares de glutationa, medidos como grupos 

sulfidrílicos não-protéicos. Não houve diferenças significativas entre os grupos.  

 

 

 

Figura 13: Efeito da administração oral de MeHg sobre os níveis cerebelares 
de glutationa de camundongos machos e fêmeas.  . Os níveis de glutationa (GSH) são 
expressos como nmol/mg de proteína e apresentados como média ± erro padrão da 
média. Não houve diferenças significativas entre os grupos. 
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A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no cerebelo dos animais é 

demonstrada na figura 14. A atividade desta enzima mostrou-se significantemente 

diminuída (p < 0,05) no cerebelo dos animais machos expostos ao MeHg, sendo que este 

efeito foi inibido pelo tratamento com o hormônio 17β-estradiol e pela castração. As 

fêmeas expostas ao MeHg não mostraram diminuição da atividade da GPx cerebelar 

quando comparadas às fêmeas do grupo controle.  

  

 

Figura 14: Efeito da administração oral de MeHg sobre a atividade da enzima 
glutationa peroxidase cerebelar  de camundongos machos e fêmeas.  A atividade 
enzimática é expressa como nmol de NADPH oxidado/minuto/mg de proteína e 
apresentados como média ± erro padrão da média. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA de uma via, seguida do teste de 
Duncan. 
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A figura 15 demonstra a atividade da enzima glutationa redutase (GR) no cerebelo 

dos animais machos e fêmeas expostos ao MeHg. Os resultados indicam que a atividade 

da GR cerebelar foi aumentada de forma significativa (p < 0,05) pelo tratamento com 

MeHg nos machos. Este fenômeno foi inibido apenas pela castração. As fêmeas expostas 

ao MeHg não mostraram alteração da atividade da GR cerebelar quando comparadas às 

fêmeas do grupo controle.  

 

 

Figura 15: Efeito da administração oral de MeHg sobre a atividade da enzima 
glutationa redutase cerebelar  de camundongos machos e fêmeas.  A atividade 
enzimática é expressa como nmol de NADPH oxidado/minuto/mg de proteína e 
apresentados como média ± erro padrão da média. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA de uma via, seguida do teste de 
Duncan. 
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6. DISCUSSÃO 
 

No presente estudo, foram anal izados os efeitos da exposição ao 

meti lmercúrio (MeHg) na at ividade locomotora, coordenação motora, assim 

como na peroxidação l ipídica, níveis de glutationa e at ividade das enzimas 

antioxidantes glutat iona peroxidase e glutat iona redutase no cerebelo de 

camundongos machos e fêmeas adultos. Foram comparadas as di ferenças 

entre machos e fêmeas e aval iados os potenciais efei tos protetores da 

castração e da administração do hormônio sexual feminino 17β-estradiol 

nos machos expostos ao MeHg. 

Neste trabalho, o procedimento de anál ise da ingesta l íquida foi  

efetuado para descartar uma possível diminuição de ingestão l íquida em 

animais expostos ao MeHg devido ao gosto metál ico e desagradável do 

composto. Ao anal isarmos a ingestão l íquida dos animais, não foram 

observadas diferenças signi f icativas na quantidade de água ingerida pelos 

mesmos. Podemos concluir que os resultados das anál ises 

comportamentais e bioquímicas não estão relacionados à diminuição do 

consumo de água ou desidratação dos animais, mas sim aos efeitos do 

tratamento com MeHg.        

O efei to inibi tório do MeHg na locomoção tem sido extensivamente 

reportado. De acordo com diversos estudos experimentais, a exposição ao 

MeHg está relacionada a défic i ts na locomoção e coordenação motora 

(Gimenez-Llort et al . ,  2001). Em estudos prévios do nosso laboratór io, 

camundongos adultos apresentaram danos motores após exposição oral ao 

MeHg (Dietr ich et al . ,  2005). Um estudo real izado por Franco e 

colaboradores (2006) mostrou que camundongos expostos ao MeHg no 

período lactacional apresentaram signi f icativo prejuízo motor (avaliado no 

aparelho rotarod) e uma redução da atividade locomotora (aval iada no 

campo aberto). De acordo com estes dados, nossos resul tados também 

mostram efei tos negativos da exposição ao MeHg nos parâmetros 

comportamentais e funcionais relacionados à performance motora. Os 

animais machos expostos ao MeHg apresentaram diminuição signif icativa 

na atividade locomotora no campo aberto, bem como défic i t  de 

coordenação motora no aparato do rotarod. 
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Diversos estudos apontam para o MeHg como um poderoso agente 

neurotóxico, que afeta principalmente  as células do cerebelo (Murakami, 

1972; Chang et al . ,  1981), região do cérebro responsável por diversas 

atividades relacionadas ao equil íbr io, coordenação motora, manutenção da 

postura e reações de endirei tamento (Gowen & Mial l , 2007). Alguns 

estudos em roedores mostram danos ou desenvolvimento anormal do 

cerebelo após tratamento com MeHg (Chang et al .,  1977; Choi et al . ,  

1981). Em outro estudo recente, anál ises histológicas detectaram 

deposição deste metal e al terações morfológicas nas regiões cort ical e 

medular do cerebelo em embriões de gal lus domésticus expostos ao MeHg. 

Quando estes animais já eram adultos, também houve diminuição das 

atividades exploratór ia e locomotora (Carvalho, 2007). Portanto, podemos 

sugerir que os danos locomotores induzidos pela exposição ao MeHg 

podem, ao menos em parte, estar relacionados aos danos cerebelares 

induzidos por este metal.    

Existem diversas evidências mostrando que a diferença sexual nas 

respostas às di ferentes formas de lesão cerebral  podem ser, ao menos em 

parte mediada pelos hormônios sexuais, indicando a possibi l idade dos 

efei tos neurotóxicos do MeHg serem sexo-dependentes (Hirayama et.al ,  

1986). No presente estudo, no teste de Rotarod, o tempo de permanência 

dos animais no aparato foi diminuído somente nos animais machos 

tratados com MeHg quando comparados aos demais grupos, indicando que 

somente este grupo sofreu défici t  na coordenação motora. Ao avaliarmos a 

atividade locomotora espontânea, observamos que todos os grupos 

tratados com MeHg apresentaram diminuição na locomoção, sendo que 

este efei to ocorreu de forma mais acentuada nos machos tratados com 

MeHg quando comparados aos demais grupos. Esta diminuição da 

locomoção foi  parcialmente prevenida pela castração e pelo tratamento 

com o hormônio 17β-estradiol,  sugerindo que alterações hormonais 

(principalmente aquelas relacionadas aos hormônios esteróides sexuais) 

podem modular a susceptibi l idade de camundongos aos efeitos deletér ios 

do MeHg na capacidade motora e exploratória.    

Estes resultados concordam com dados de estudos prévios em 

animais e humanos, os quais mostraram maior vulnerabi l idade a lesões 



 55

neurais de machos, quando comparados às fêmeas (Li  et al . ,  1996; 

Alkayed et al .,  1998) e também com diversos estudos onde as fêmeas 

apresentaram uma menor susceptibi l idade aos danos locomotores 

provocados pelo MeHg na at iv idade (Grant-Webster, 1992; Rossi et al . ,  

1996). Alguns estudos também apontam efei tos negativos da testosterona 

e efei tos protetores da castração e do tratamento com estradiol  na 

atividade locomotora em modelos animais (Hawk, 1998; Nishino, et al ,  

1998). Portanto, como os hormônios sexuais podem inf luenciar direta ou 

indiretamente esta toxicidade, podemos sugerir  possíveis efei tos 

protetores dos estrógenos nos défici ts de locomoção e coordenação 

motora induzidos pelo MeHg. 

Como já ci tado anteriormente, vários mecanismos parecem estar 

envolvidos nos efeitos neurotóxicos do MeHg (Aschner et al . ,  2007). 

Muitos destes efeitos têm sido relacionados á excitotoxicidade e ao 

estresse oxidat ivo. O dano oxidativo e a l ipoperoxidação das membranas 

podem ser causados pela toxicidade induzida pelo aumento dos níveis de 

aminoácidos excitatórios, como o glutamato (Choi, 1992; Behl et al . , 

1994). Em nosso estudo, foi  observado um aumento dos níveis de TBARS, 

indicando a presença de derivados de l ipoperóxidos e de substancias 

reativas ao ácido t iobarbi túrico nos cerebelos de animais machos expostos 

ao MeHg. Estes dados concordam com resultados de vários estudos 

anteriores que sugerem que são geradas espécies reativas de oxigênio na 

presença deste metal , contr ibuindo para aumentar a excitotoxicidade 

(Allen et al . ,  2001). Estas espécies são altamente oxidantes e podem 

causar danos em proteínas, enzimas e DNA, causando também 

peroxidação das membranas celulares (Aschner et al . ,  2007). 

Diversos estudos correlacionam a exposição ao MeHg com a 

diminuição dos níveis de GSH e da atividade das enzimas glutationa 

redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Em um estudo real izado por 

Farina e colaboradores (2003), foi  observada uma correlação negativa 

entre os níveis de TBARS e t ióis não-protéicos no cérebro de roedores 

expostos ao MeHg. Houve também uma correlação negativa entre os níveis 

de TBARS e a ativ idade da enzima GPx neste tecido. Ou seja, o autor 

sugere que o aumento da peroxidação l ipídica em animais expostos ao 
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MeHg está relacionado com a diminuição dos níveis totais de glutationa e 

da at iv idade da enzima GPx, a qual detoxif ica peróxidos endógenos e evita 

a peroxidação das membranas biológicas. Por outro lado, alguns trabalhos 

demonstram que o sistema antioxidante da glutationa, ao ser ativado após 

insultos oxidativos, pode promover aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes. Em estudo realizado por Franco e colaboradores (2006), a 

exposição de camundongos adultos ao MeHg  promoveu um aumento nos 

níveis de t ióis não-protéicos (NPSH), bem como da atividade da enzima 

GR. 

Em nosso estudo, as anál ises bioquímicas demonstraram aumento nos 

níveis de TBARS em animais machos expostos ao MeHg, porém, os níveis 

de glutationa (medidos como NPSH) permaneceram inal terados em todos 

os grupos. Um resultado semelhante foi obtido por Manfroi  e 

colaboradores (2004), ao avaliar os efei tos da exposição lactacional ao 

MeHg. Neste contexto, seria razoável supor que o aumento da síntese da 

GSH pode ser um dos mecanismos neuroprotetores contra a 

neurotoxicidade induzida pelo MeHg e que a manutenção nos níveis de 

NPSH seguida da exposição ao MeHg, observada em nosso estudo, pode 

estar relacionada ao aumento na síntese de glutationa. Porém, a hipótese 

de que a manutenção nos níveis de NPSH seja um mecanismo 

compensatório contra o dano oxidativo induzido por MeHg no cerebelo de 

camundongos não pode ser confirmada neste trabalho, pois não existem 

dados que possam comprovar este fenômeno.     

Ao aval iarmos os efeitos do MeHg na ativ idade das enzimas 

ant ioxidantes cerebelares, observamos uma diminuição da atividade da 

GPx e um aumento na atividade da GR nos animais machos. De acordo 

com dados da l i teratura, a diminuição da atividade da GPx é um fenômeno 

que comumente ocorre após a exposição ao MeHg (Farina et al . ,  2005, 

Franco et al .,  2006). Como a GPx detoxi f ica peróxido de hidrogênio e 

outros peróxidos, podemos sugerir que o aumento nos níveis de TBARS 

pode estar, ao menos em parte, relacionado à diminuição da ativ idade 

desta enzima. A exposição ao MeHg parece ter induzido parte do sistema 

ant ioxidante da glutationa, aumentando a atividade enzimática da GR 

cerebelar. Este aumento pode representar uma resposta compensatória do 
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SNC contra o dano oxidativo para manter a homeostase da razão 

GSH/GSSG no cerebelo destes animais. Estes dados estão de acordo com 

estudos prévios (Farina et al .,  2005).  

Segundo dados encontrados na l i teratura, os hormônios esteróides 

são de suma importância para a manutenção da função cerebral normal 

(Behl, 1997). Como existem diversas evidências sugerindo diferenças 

entre machos e fêmeas nas respostas do SNC aos danos oxidativos, a 

atividade antioxidante destes hormônios, principalmente dos estrógenos, 

tem sido bastante investigada. Em estudo real izado por Behl e 

colaboradores (1995), foram demonstrados efeitos neuroprotetores do 

hormônio 17β-estradiol  em modelo de morte celular in vivo induzida pelo 

estresse oxidativo. Alguns estudos sugerem que, assim como os 

estrógenos, a testosterona também possui ação neuroprotetora. Segundo 

Simpkins (2001), este hormônio demonstrou efei tos neuroprotetores em 

modelos de morte celular por apoptose em células granulo-cerebelares. 

Por outro lado, diversos estudos demonstram efei tos negativos da 

testosterona em alguns t ipos de células neuronais. Neste contexto, vár ios 

experimentos mostram efeitos posit ivos da castração em alguns t ipos de 

injúria (Yang et al . ,  2002). Ao aval iar os efei tos dos hormônios esteróides 

na neurotoxicidade induzida pelo glutamato, Yang e colaboradores (2001) 

mostraram que este t ipo de toxicidade foi  signi f icantemente aumentada 

pela exposição à testosterona. No mesmo experimento, a exposição ao 

hormônio 17β-estradiol  teve efei to contrário, diminuindo a toxicidade e 

aumentando a viabi l idade celular.        

Segundo dados da l i teratura, os estrógenos podem atenuar a 

peroxidação l ipídica em vários modelos de toxicidade (Keller et al . ,  1997; 

Vedder et al . ,  1999). De acordo com estes dados, nossas anál ises 

bioquímicas mostraram que os níveis de TBARS foram mais al tos nos 

machos expostos ao MeHg quando comparados com as fêmeas, indicando 

uma maior susceptibi l idade dos camundongos deste sexo aos efeitos do 

MeHg na l ipoperoxidação das membranas cerebelares. Estes efeitos foram 

prevenidos pela castração e pelo tratamento com o hormônio 17β-

estradiol , sugerindo que a diminuição dos níveis de testosterona e o 

tratamento com estrógenos também podem ter ação benéfica por proteger 
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as membranas celulares do cerebelo da l ipoperoxidação induzida por este 

composto.  

Alguns autores também sugerem que a capacidade protetora dos 

estrógenos pode ser aumentada pela presença de GSH no meio (Green et 

al .,  1997), podendo haver uma interação sinérgica entre os estrógenos e a 

GSH ou outros antioxidantes endógenos. Apesar de não possuirmos dados 

sufic ientes para comprovar que a ausência de al terações dos níveis 

cerebelares de NPSH entre machos e fêmeas - e também entre os animais 

castrados e os tratados com o hormônio 17β-estradiol  -  seja um 

mecanismo compensatório do SNC contra o dano oxidativo, podemos 

sugerir que os efei tos neuroprotetores dos estrógenos na toxicidade 

induzida pelo MeHg podem estar relacionados, ao menos em parte, à 

ativação do sistema ant ioxidante da glutationa. 

Os resul tados da aval iação da at iv idade enzimática da GPx e da GR 

indicam que o tratamento com o hormônio 17β-estradiol  modulou a 

atividade destas enzimas durante a exposição ao MeHg em camundongos 

machos. O hormônio 17β-estradiol é um composto fenól ico que apresenta 

similaridades com antioxidantes l ipofí l icos. Esta estrutura l ipofí l ica, 

juntamente com grupamento fenól ico, capacita este esteróide a detoxi f icar 

moléculas reat ivas de oxigênio (Behl, 1996). Isto sugere que os hormônios 

sexuais femininos (part icularmente, o 17β-estradiol) estão envolvidos na 

proteção do SNC contra os danos causados pela exposição ao MeHg.  

Ao analisarmos os efeitos da castração na at iv idade GPx e GR 

cerebelares, observamos que este procedimento pode prevenir a al teração 

da atividade destas enzimas em animais machos expostos ao MeHg, 

indicando que a testosterona pode estar envolvida no aumento do dano 

oxidativo no SNC em animais expostos a este xenobiótico.       

Os mecanismos pelos quais os estrógenos exercem neuroproteção 

ainda não estão completamente esclarecidos (Garcia-Segura, et al . ,  2001). 

Porém, vários mecanismos parecem estar envolvidos nos efei tos 

neuroprotetores destes hormônios. No caso da neurotoxicidade induzida 

pelo MeHg, os mecanismos envolvidos nestes efei tos parecem estar 

relacionados à diminuição do estresse oxidativo e ao aumento das defesas 

ant ioxidantes (Behl et al . ,1996; Kel ler et al ,  1997).  
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O complexo formado pelos hormônios estrógenos e seus receptores 

associa-se a EREs (elementos responsivos aos estrógenos) e promove a 

ativação de genes anti-  apoptóticos, aumentando a expressão da proteína 

anti-apoptótica bcl-2 (Garcia-Segura et al . ,  1998). Este parece ser um dos 

mecanismos envolvidos na neuroproteção induzida por estrógenos. 

Sabendo-se que expressão da proteína bcl-2 pode ser aumentada pela via 

AMPc-PKA-CREB (Ji  et al . ,  1996), sugere-se que esta via também pode 

estar envolvida nos efeitos neuroprotetores dos estrógenos na toxicidade 

induzida pelo MeHg. Neste contexto, sabe-se que o aumento da 

fosfor i lação da CREB está relacionado ao aumento da sobrevivência 

neuronal e a diminuição da apoptose (Hanson et al , 1998; Campard et al .,  

1999). Como a CREB também pode se fosfori lada pela via MAPK, podemos 

sugerir que a ação neuroprotetora dos estrógenos neste t ipo de toxicidade 

também pode estar relacionada a esta via. Entretanto, estudos adicionais 

devem ser realizados para comprovar esta hipótese.  

A hiperativação dos receptores glutamatérgicos do t ipo NMDA 

induzida pelo MeHg pode provocar a morte celular (Aschner et al . ,  2007). 

Estudos têm evidenciado que a GSH pode interagir  com o sistema 

glutamatérgico, modulando o sít io redox deste t ipo de receptores (Oja, 

2000). Janaki  e colaboradores (2000) evidenciaram que a l iberação dos 

aminoácidos consti tuintes da GSH pode estar envolvida na 

neurotransmissão glutamatérgica, exercendo funções como modulação 

redox contra os efei tos da neurotoxicidade induzida pelo glutamato e 

proteção contra morte neuronal induzida pelo inf luxo de cálcio (Guo et al . ,  

1992; Bains Shaw, 1997). Neste contexto, os estrógenos podem agir como 

neuroprotetores indiretamente, aumentando a síntese de GSH. Os 

estrógenos também podem agir como antagonistas do receptor NMDA, 

sendo que esta ação pode alterar os canais de cálcio, evi tando o acúmulo 

intracelular deste íon prevenindo a morte celular (Weaver et al . ,  1996). 

Isto indica que este mecanismo também pode estar l igado à neuroproteção 

mediada pelos estrógenos nos efei tos neurotóxicos do MeHg.  

Devido ao fato de exist irem vários mecanismos envolvidos nos efeitos 

neuroprotetores dos estrógenos, tais como o aumento da expressão de 

proteínas anti-apoptóticas, a modulação da exci totoxicidade induzida por 
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aminoácidos excitatór ios, alguns efeitos antioxidantes, entre outros, não 

podemos afirmar com exatidão quais são todos os mecanismos 

responsáveis pela proteção contra os efeitos neurotóxicos do MeHg em 

nosso modelo experimental . Entretanto, nossos resultados permitem 

afirmar que a neuroproteção induzida pela administração do hormônio 17β-

estradiol em camundongos machos ou a sua castração impede a 

ocorrência de certas injúrias oxidativas e comportamentais decorrentes da 

exposição ao MeHg. Sabendo que tal impedimento foi correlacionado com 

a proteção em nível comportamental,  sugere-se que a proteção contra o 

dano oxidativo cerebelar foi responsável pela manutenção (mesmo que 

parcialmente) da integridade do desempenho motor dos animais. Esta 

hipótese é reforçada pelo fato das fêmeas terem apresentado menor 

susceptibi l idade tanto em nível  bioquímico quanto comportamental.  Ainda, 

sal ienta-se que estes mecanismos não parecem agir  de forma isolada, mas 

sim de maneira inter l igada, sugerindo que não um único mecanismo, mas 

uma cascata de reações pode estar relacionada à ação neuroprotetora dos 

estrógenos na neurotoxicidade induzida pelo MeHg. 
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7. CONCLUSÕES FINAIS 
 

Nossos resul tados evidenciam que a exposição ao meti lmercúrio pode 

promover alterações nos parâmetros bioquímicos e comportamentais em 

camundongos swiss. A exposição á este metal promoveu as seguintes 

alterações comportamentais: 

 

•  Diminuição da atividade locomotora espontânea em animais machos 

e fêmeas 

•  Diminuição da coordenação motora em animais machos; 

 

 Como estas al terações mostraram-se mais acentuadas nos machos que 

nas fêmeas podemos concluir que nesta espécie o sexo masculino 

apresenta uma maior vulnerabi l idade aos efei tos neurotóxicos do MeHg na 

locomoção e coordenação motora. A prevenção destes efeitos foi  

observada em animais castrados e tratados com o hormônio 17 β  estradiol , 

portanto podemos concluir  que a diminuição dos níveis do hormônio 

testosterona ou a presença de hormônios sexuais femininos 

(part icularmente o 17β-estradiol)  pode exercer efei tos protetores no dano 

motor induzido pelo MeHg.   

 

De acordo com nossas análises bioquímicas podemos concluir que a 

exposição ao MeHg está relacionada á danos oxidativos como 

l ipoperoxidação de membranas celulares  e diminuição da atividade de 

enzimas antioxidantes. Também podemos concluir que os efeitos do MeHg 

no SNC são sexo-dependentes e podem ser mediados pelos hormônios 

sexuais. Estes dados também sugerem que: 

 

 

•  O dano oxidativo pode promover ativação do sistema antioxidante da 

glutat iona, aumentando a ativ idade das enzimas antioxidantes (ex: 

GR) como um mecanismo compensatório para manutenção da 

homeostase do status t iól ico no SNC;  
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•  As fêmeas apresentam uma maior resistência ao dano oxidativo 

quando comparadas aos machos. 

•  A depleção da testosterona e os hormônios sexuais femininos 

apresentam ação protetora na neurotoxicidade induzida pelo MeHg.  

•  Na neurotoxicidade induzida pelo MeHg, os mecanismos 

neuroprotetores dos estrógenos parecem estar relacionados à 

diminuição do estresse oxidativo e no aumento das defesas 

antioxidantes.  
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