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Resumo

Neste estudo, investigou-se a neurotoxicidade induzida pela exposicédo
oral ao metilmercurio (MeHg) em camundongos Swiss adultos (machos e
fémeas), assim como o potencial efeito protetor da castragdo e da
administragdo do horménio estrogeno 17p-estradiol (somente nos machos)
contra tal neurotoxicidade. Neurotoxicidade e neuroprotegcdo foram
avaliadas baseando-se na analise de parametros bioquimicos relacionados
ao estresse oxidativo no cerebelo e comportamentais relacionados ao
desempenho motor. Foram utilizados 36 animais (24 machos e 12 fémeas),
divididos em 6 grupos de 6 animais cada, totalizando quatro grupos de
machos e dois grupos de fémeas. Um grupo de machos e um grupo de
fémeas serviram como controles; os animais receberam agua de torneira
ad libitum como unica fonte de liquido. Os animais dos demais grupos
receberam uma solugcdo de MeHg (40 mg/L, dissolvido em agua de beber)
como unica fonte de liquido, ad libitum, 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 injegbes do horménio 17p-estradiol (dose 10 ug/animal,
subcutaneamente) em dias alternados, durante 28 dias, sendo que este
tratamento foi iniciado 07 dias antes da exposicdo ao MeHg. Apdés o
periodo de tratamento, a atividade Ilocomotora espontanea e a
coordenacdo motora dos animais foram avaliadas através dos testes do
campo aberto e rotarod, respectivamente. A exposi¢cdo ao MeHg promoveu
alteragdes na locomogao e coordenagado motora destes animais, sendo que
este efeito mostrou-se mais acentuado nos machos. Estes efeitos foram
prevenidos parcial ou totalmente pela castracdo e pelo tratamento com
17p3-estradiol. Nas analises bioquimicas realizadas no cerebelo dos
animais, foram investigados os efeitos do MeHg na peroxidagédo lipidica,
nos niveis de glutationa e na atividade das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Os resultados
destas analises mostraram aumento significativo da peroxidacédo lipidica
em animais machos expostos ao MeHg, mas n&o nas fémeas. Os niveis de
glutationa mantiveram-se inalterados em todos os grupos. A avaliagédo da
atividade enzimatica revelou que a exposigdo ao MeHg promoveu uma
diminuicdo da atividade GPx nos machos, mas nao nas fémeas, sendo que
este efeito foi prevenido pelo tratamento com 17p-estradiol e, de forma
parcial, pela castragdo. A atividade GR mostrou-se significantemente
aumentada nos machos tratados com MeHg e este efeito foi totalmente
prevenido pela castracdo e parcialmente prevenido pela administracdo do
horménio 17p-estradiol. Estes dados indicam que camundongos Swiss séo
sensiveis a exposigdo ao MeHg, o qual induz dano oxidativo cerebelar e
alteracdo no desempenho motor. Também indicam uma maior resisténcia
das fémeas a tal fendmeno e um possivel efeito neuroprotetor do horménio
17p-estradiol e da castragdo na toxicidade induzida por este xenobidtico
em machos.
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Abstract

In this study, the potential neurotoxicity induced by oral methylmercury
(MeHg) exposure in adult Swiss mice (male and female) were investigated,
as well as the potential protective effects of castration and 17p-estradiol
administration (only in males) against such neurotoxicity. Neurotoxicity and
neuroprotection were evaluated based on biochemical parameters related
to cerebellar 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 libitum as exclusive liquid source.
Animals from the other groups received a MeHg solution (40 mg/L, diluted
in tap water) as exclusive liquid source, ad libitum, during 21 days. Male
individuals from one group received subcutaneous injections of the
hormone 17p-estradiol (10 pg/animal) in alternate 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 activity and motor performance were evaluated
based on the open field and the rotarod tasks, respectively. MeHg
exposure decreased locomotion and motor performance, but such
phenomenon was higher in males. These events were partially or totally
prevented by castration and 17p-estradiol administration. With respects to
the biochemical parameters, cerebellar lipid peroxidation, glutathione
levels, glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR)
activities were evaluated. The results showed a significant increase in lipid
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 cerebellar GPx activity in males, but did
not in females; such phenomenon was totally prevented by 17p-estradiol
administration and partially prevented by castration. Cerebellar GR activity
was increased in MeHg-exposed males and such event was totally
prevented by castration and partially prevented by 17p-estradiol
administration. These results indicate that Swiss mice are sensitive to
MeHg exposure, which induces cerebellar oxidative damage and changes
in the motor performance. The results also indicate a lower susceptibility of
female when compared to male mice and potential neuroprotective effects
of 17B-estradiol administration and castration against the neurotoxicity
elicited by MeHg in males.
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1.1. O MERCURIO E SEU CICLO GLOBAL

O mercurio (Hg) é um elemento quimico do grupo lIb (metais de
transicdo) da tabela periédica. Chamado pelos antigos de agyros khytds,
que significa “prata derretida” (por sua semelhanca, em aspecto e cor, com
o metal nobre). Possui como propriedades fisicas as seguintes
caracteristicas: numero atémico igual a 80, massa atébmica igual a 200,
congela a -38,87° C e entra em ebuligdo a 356,9° C (Magos, 1997). O
mercurio € um poderoso toxicante ambiental que pode ser encontrado no
ambiente sob trés diferentes formas quimicas: vapor de mercurio
elementar, sais inorgénicos de mercurio e compostos orgénicos de
mercurio (Clarkson, 1997). Muitas fontes antropogénicas deste metal tém
sido identificadas, tais como a queima do carvao, a incineragao de lixo e a
extragao de ouro (Cleary, 1990).

Na natureza, o vapor de mercurio (Hg°), um gas monoatdmico e
estavel, evapora da superficie terrestre (solo e aguas) e & emitido por
vulcdes (Figura 1). Apdés aproximadamente um ano, o vapor de mercurio &
convertido em uma forma soluvel (Hg?") e retorna & terra na agua da
chuva. Este pode ser convertido novamente em vapor de mercurio pela
acado de microorganismos aquaticos ou terrestres, sendo re-emitido para a
atmosfera. Desta forma, o mercurio pode re-circular por logos periodos. O
mercurio depositado nos sedimentos aquaticos ¢é convertido em
metilmercurio (MeHg) pela acdo de microorganismos aquaticos, entrando
na cadeia alimentar aquatica. O MeHg atinge as mais altas concentracdes
em peixes predadores de vida longa tais como tubarbées (Clarkson et al.,
2003).

12
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Figura 1: O ciclo global do mercurio. Fonte: Clarkson et al., (2003).

1.2. A EXPOSIGAO HUMANA A MERCURIAIS

O uso do mercurio em processos industriais e na produgédo de agentes
terapéuticos tem sido relatado desde a idade média na China, Egito,
Grécia e Roma. Concomitantemente, a intoxicagdo por este metal tem sido
relatada desde ha no minimo 2000 anos atras (23-79 D.C. Naturae
Historiarum Libri), referindo-se a intoxicagcdo de mineiros pelo composto
cinabar (HgS), na regidao de Almaden, Espanha (Rackman, 1952).

Historicamente, a intoxicagdo por mercurio tem sido principalmente
ocupacional. No século 18, descreveram-se doengas ocupacionais
desenvolvidas por trabalhadores expostos ao mercurio (Goldwater, 1936).

Tanto o mercurio elementar quanto o mercurio inorganico eram
bastante utilizados em processos industriais. No século 16, o composto
calomel (Hg.Cl,, cloreto mercuroso) foi introduzido como um tratamento

para a sifilis (Laguna, 1955). A administracdo médica de mercurio foi muito
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praticada até o século 20. Os mercuriais foram apresentados como
potenciais agentes terapéuticos para catarata, sifilis e como diuréticos
(Ernst & Coon, 2001). Algumas destas preparagbes, que se tornaram
populares nos paises ocidentais, excediam as concentragcbes maximas
permitidas por agéncias reguladoras (WHO - Organizagdo Mundial da
Saude, 1991). Amalgamas dentarias, que liberam pequenas quantidades
de mercurio (vapor de mercurio elementar e ions inorganicos), parecem
ser uma fonte significativa para a exposigdo humana ao mercurio.
Entretanto, os limites de seguranga para tal fonte de exposigdo ainda sao
controversos (Dodes, 2001; Clarkson, 2002).

Embora o vapor de mercurio elementar e sais inorganicos foram
bastante importantes no que se refere a intoxicagdo por mercuriais até a
metade do século 20, o caso mais sério de contaminagdo humana ja
causada pelo mercurio ocorreu na Baia Japonesa de Minamata, na década
de 50. Na ocasidao, o mercurio (em sua forma inorganica) foi langado ao
mar por uma industria quimica japonesa, a Chisso Chemical Corporation. A
contaminagcdo da fauna marinha em Minamata foi a causa direta da
intoxicagdo humana, ja que as comunidades vizinhas a baia tinham, como
principal dieta, peixes e frutos do mar. Neste caso, a exposi¢cao humana
ocorreu devido a conversdao do mercurio inorganico em MeHg, pela agéao
de microorganismos aquaticos, entrando na cadeia alimentar aquatica
(Figura 2). Os habitantes contaminados desenvolveram os sintomas de
uma enfermidade que se tornou conhecida como “doenca de Minamata”
(Sanfeliu et al., 2003). Esta patologia afeta o sistema nervoso central
(SNC), causando parestesia em membros, fraquezas musculares,
deficiéncias visuais, dificuldades de fala, paralisia e morte. O
metilmercuario (MeHg) também atinge os fetos durante a gestacdo, sendo
que fetos de méaes aparentemente saudaveis podem ser gravemente
afetados. Um grande numero de criangcas com deformidades causadas pela
doencga foi registrado nos anos que se seguiram a catastrofe japonesa.
Netste episodio, 1.435 pessoas morreram e ainda hoje, mais de 20.000
vitimas contaminadas recebem indenizagdes (Ninomiya et al., 1995; Watts,
2001).

14
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Figura 2: Exposi¢cdao humana ao mercurio a partir da ingestao de
peixes. Adaptado de Clarkson et al., (2003).

Nas décadas de 60 e 70, apos a descoberta da propriedade
antifungica de certos compostos de mercurio, este passou a ser utilizado
em lavouras de graos, especialmente de trigo. Apds esta disseminagédo do
uso dos compostos de mercurio como antifungicos, foram registrados
muitos casos de contaminagdo humana ao mercurio em varios paises em
desenvolvimento (WHO - Organizagcdo Mundial da Saude, 1976). Os casos
mais recentes ocorreram no Iraque, na década de 70, onde mais de 6 mil
individuos contaminados foram admitidos em hospitais em decorréncia da
exposigcdo ao mercurio presente em grados de trigo. Particularmente,
estudos epidemiolégicos sugerem que mais de 40 mil pessoas foram

contaminadas com este elemento neste episddio (Bakir, 1973).
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1.3. EFEITOS NEROTOXICOS DO METILMERCURIO

O metilmercurio (MeHg) é um composto organico de mercurio
conhecido por seus efeitos neurotoxicos em animais e humanos
(Clarkson,, 1983). Conforme descrito previamente (Figura 2), a exposicao
ao MeHg ocorre principalmente através do consumo de peixes
provenientes de aguas contaminadas com este elemento, onde o mercurio
inorganico € metilado por bactérias presentes no ecossistema aquatico e
entra na cadeia alimentar sob a forma de MeHg, atingindo niveis elevados
em peixes predadores (Gradjean et al., 1995; Marsh et al., 1995).

Um grande esforgo tem sido destinado para caracterizar os efeitos
neurotdxicos da exposigcdo ao MeHg utilizando modelos animais, como
primatas e roedores, ou através de estudos epidemiolégicos 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 alteragdes no desenvolvimento fisico, cognitivo e
social durante a infancia e adolescéncia (Burbacher et al., 1990). Em
roedores, estudos mostram que a exposicdo ao MeHg pode levar a
alteragbes nas fung¢des motoras, sensoriais e cognitivas. Déficits no
comportamento exploratério, tremores e diminuigcdao da habilidade de firmar
as patas traseiras também foram observados em camundongos adultos
tratados com MeHg (Elsner et al.,1988; Goldey et al., 1994). Criancas
expostas pré-natalmente ao MeHg mostraram danos no desenvolvimento
mental e motor com variagdes nos graus de retardo psicomotor (Clarkson,
1983). Algumas evidéncias correlacionam a exposigao transplacental e
através do leite materno ao MeHg com efeitos neurotéxicos em animais e
humanos (Grandjean et al., 2003; Manfroi et al., 2004). Ainda, alguns
experimentos revelaram que a exposi¢cao pré-natal ao MeHg pode causar
danos motores e cognitivos que persistem na fase adulta (Gimenez-Lort et
al., 2001). Diversos estudos realizados em animais expostos ao MeHg no
periodo poés-natal de desenvolvimento rapido, evidenciaram alteragdes
locomotoras e wuma grande vulnerabilidade cerebelar aos efeitos

neurotoxicos e pré-oxidativos do MeHg nesta fase (Stringari et al., 2005).
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Varios estudos epidemioldgicos e experimentais com adultos
demonstraram alteragdes locomotoras, cognitivas, comportamentais e
bioquimicas ap6s a exposi¢cdao a altas doses de MeHg (Harbison 1977;
Magos et al., 1985). Testes em roedores mostraram diminuicdo da
atividade locomotora espontdnea possivelmente relacionada a déficits de
coordenagdao em camundongos adultos expostos ao MeHg (Myers et al.,
2000). Concordando com estes dados, Dietrich e colaboradores (2004)
afirmam que a exposigdo oral ao MeHg induz danos motores em
camundongos adultos. Em humanos adultos, sintomas clinicos como
parestesia, disartria, e ataxia foram observados apds exposigao ao MeHg
(Myers et al., 2000). Anélises em pacientes do desastre de Minamata, no
Japao, demonstraram atrofia cerebelar e diminui¢gdo do fluxo sanguineo no
cerebelo inferior (Rossi et al., 1996).

A exposicdo de humanos e animais ao MeHg demonstra claramente
uma vulnerabilidade do SNC aos seus efeitos téxicos, sendo que o
cerebelo a regiao parece ser a regidao 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 apds tratamento

com MeHg.

1.4. MECANISMOS DE NEUROTOXICIDADE — METILMERCURIO

Alguns dados sugerem que varios mecanismos podem explicar a
grande heterogeneidade de sintomas observados na neurotoxicidade
induzida pelo MeHg (Aschner, 2007). Alguns deles serdo descritos a

seguir.
1.4.1. Interagdo com grupos tidis

A grande afinidade dos compostos mercuriais por grupos tidis (-SH)
serve como base para explicar a ocorréncia de varios efeitos biolégicos do

MeHg (Hughes, 1957). Nas reacbes de associagcdo e dissociagao, o

mercurio pode se mover de uma proteina ou molécula que contém grupo
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tiol para outras. Os mercuriais inibem a acdao de algumas enzimas
celulares; esta inativagcado pode estar relacionada a sua ligagdo com grupos
sulfidrilicos e pode ser revertida por compostos tidlicos (Okamura-lkeda et
al., 1985; Fonfria et al., 2001). O MeHg é capaz de cruzar a barreira
hemato-encefalica e sua ligagdo com grupos sulfidrilicos enddgenos
facilita sua entrada no cérebro através do sistema de transporte de L-
aminoacidos neutros (Aschner & Clarkson, 1988). Por este mesmo sistema,
0 MeHg também cruza a placenta e atinge o feto quando o sistema nervoso
em desenvolvimento é especialmente sensivel aos seus efeitos

neurotoxicos (Kajiwara et al., 1996).

1.4.2. Neurotoxicidade induzida pelo Glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do SNC e estéa
presente na maioria das sinapses (Cotman et al., 1981; Ozawa et al.,
1998). Além do seu papel fundamental em varios processos fisioldgicos
como aprendizado e meméria, em situagdes patoldgicas, como doengas
neurodegenerativas e isquemias, a hiperativagao do sistema
glutamatérgico, como observado no excesso de glutamato liberado, leva a
toxicidade celular, chamada de excitotoxicidade (Lipton & Rosenberg,
1994). Neste contexto, sabe-se que o MeHg pode aumentar a sensibilidade
a toxicidade induzida pelo N-metil-D-aspartato (NMDA), um agonista
glutamatérgico. A estimulagdo do receptor glutamatérgico ionotropico
NMDA é essencial durante a diferenciagdo e migracdo das células granulo-
cerebelares (Farrant et al., 1994; Rossi & Slater, 1993), e esse aumento a
sensibilidade ao NMDA pode levar a morte celular ao invés de
diferenciagdao normal (Rossi et al., 1997).

Um estudo recente in vitro demonstrou um efeito inibitério do MeHg na
captacdo de glutamato por fatias cérebro-corticais em camundongos
(Farina et al., 2003), apontando para a excitotoxicidade como um dos
mecanismos de toxicidade do MeHg. Esta hipétese ja havia sido
confirmada por Aschner e colaboradores (2000), onde o MeHg inibiu a
captacdo de glutamato por astrocitos cultivados, sugerindo que o MeHg

leva a um aumento da concentracdo de glutamato extracelular. Em 2002,
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Juarez e colaboradores observaram um aumento da concentracdo de
glutamato extracelular no cértex frontal de ratos expostos ao MeHg. O
MeHg induz a hiperativacdo dos receptores glutamatérgicos, dentre eles
os do tipo NMDA, gerando assim um influxo de calcio (Ca®"). Este
acumulo de Ca?' causa morte celular através da ativagdo de enzimas
proteoliticas, disfungbes mitocondriais, alteragbes no citoesqueleto de
células nervosas e geracdo de espécies reativas de oxigénio, que causam
danos estruturais aos componentes celulares (Lafon-Cazal et al., 1993).
Por outro lado, as espécies reativas de oxigénio que s&do geradas na
presenga de MeHg podem inibir o transporte de aminoacidos excitatérios
nos astrécitos, causando excitotoxicidade (Allen et al. 2001).

Além do sistema glutamatérgico, outros sistemas também parecem
estar envolvidos na neurotoxicidade induzida pelo MeHg. Experimentos in
vivo mostraram reducdo da resposta motora a agonistas de receptores da
dopamina (Gimenez-Lort et al., 2001), indicando que a exposi¢gdao ao MeHg
pode afetar a funcdo motora mediada pela dopamina durante a maturacao
do sistema dopaminérgico e seus receptores (Wilson et al.,1996). De
acordo com estes dados, um estudo realizado por Daré e colaboradores
mostrou alteragdes nos subtipos de receptores D1 e D2 de dopamina no
estriado de ratos expostos ao MeHg. Pequenas concentragcbes de MeHg
também podem alterar os receptores GABA estriatais 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
doengas neurodegenerativas, doencas auto-imunes e inflamatoérias, além
de estar envolvido na toxicidade induzida por metais (Lebel, 1991; Yee,
1996). O sistema nervoso é extremamente sensivel ao estresse oxidativo
devido a sua baixa quantidade de defesas antioxidantes, a alta atividade
metabdlica e as elevadas concentracdes de compostos oxidaveis (Halliwell
& Guterride, 1985).

O estresse oxidativo esta associado a acumulagcao de altos niveis de

espécies reativas téxicas, como as espécies reativas de oxigénio (EROs),
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ou diminuicdo da capacidade antioxidante. As EROs podem ser formadas a
partir de radicais de oxigénio como o radical superéxido ou radical hidroxil,
e também por moléculas n&o radicalares derivadas do oxigénio, como o

peroxido de hidrogénio (H20O92). Estas espécies reativas sdo altamente

oxidantes e podem causar danos em proteinas, enzimas e acidos
nucléicos, causando também peroxidacdo das membranas celulares
(Aschner, 2007).

Neste contexto, sabe-se que o MeHg pode levar a um aumento dos
niveis de espécies reativas nos sistemas biolégicos e este fendbmeno
parece envolver tanto a producdo direta de tais espécies quanto a
diminuicdo de suas detoxificagbes (Aschner, 2007). Um importante
mecanismo pelo qual o MeHg leva a um aumento de espécies reativas é
através de sua acdo na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. De
fato, o MeHg interage diretamente com os complexos mitocondriais
responsaveis pela respiragdo celular causando dano oxidativo na
mitocondria (Yee & Choi, 1996). Além disso, enzimas antioxidantes do
sistema glutationa (glutationa peroxidase e glutationa redutase) parecem
ser alvos moleculares relacionados aos efeitos neurotdoxicos do MeHg
(Franco et al., 2006). Sabe-se também que a geragcdo de 6xido nitrico é
bastante aumentada apdés a inducdo da enzima oxido-nitrico-sintase
neuronal em decorréncia da exposigcao ao MeHg (Shinyashiki et al., 1998;
Ikeda et al., 1999) e que a alta produgdo desta molécula pode levar ao

dano oxidativo cerebral (Sanfeliu et al., 2003).

1.5. MECANISMOS DE DEFESAS ANTIOXIDANTES

Em sistemas aerébicos, o equilibrio entre agentes proé-oxidantes
(como as EROs) e o sistema de defesa antioxidante é essencial. De fato,
para proteger-se dos efeitos deletérios de EROs, a célula possui um
sistema de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como
detoxificadora do agente antes que este cause lesdo. Esta linha é
constituida por glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vitamina E (a-tocoferol). A outra

linha de defesa tem a fungdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo
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constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa-redutase (GR) e pela
GPx, entre outros. Com exceg¢ao da vitamina E (a-tocoferol), que é um
antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes esta no meio intracelular (Hebbel, 1986; Ross et al, 1991).

O sistema antioxidante da glutationa (GSH) representa um alvo
molecular envolvido na neurotoxicidade induzida pelo MeHg. A GSH é um
tripeptideo que contém glutamato, cisteina e glicina e seu sitio ativo é
representado por um grupo tiol (sulfidrila ou —-SH) de um residuo de
cisteina. Este tripeptideo tem sido identificado como essencial para muitos
processos celulares, principalmente na detoxificacdo dos peréxidos de
hidrogénio, perdxidos organicos e radicais livres (Lomaestro & Malone,
1995). A GSH participa também de muitas fungbes celulares como a
modulacdo da proliferagcdo celular, sintese de proteinas e acidos
nucléicos, manutencao da forma ativa das enzimas (Paolicchi et al., 2002)
e possui um importante papel na regulagado da apoptose (Hall, 1999).

A funcado antioxidante da glutationa depende primariamente do seu
papel como um componente das vias enzimaticas que a célula possui para
neutralizar as espécies reativas de oxigénio, sendo substrato para a
enzima GPx na detoxificagcdo de perdxidos organicos e de hidrogénio. A
GPx catalisa a conversao de perodxidos organicos e de hidrogénio a H,0,
oxidando duas moléculas de GSH formando assim glutationa oxidada
(GSSG). Para recuperar a glutationa reduzida, a enzima glutationa
redutase (GR) utiliza equivalentes redutores de NADPH para converter
GSSG novamente em duas moléculas de GSH (Dringen, 2000).

A glutationa pode existir intracelularmente tanto na forma oxidada
(GSSG) quanto na forma reduzida (GSH), sendo que a manutengdo da
razdo GSH:GSSG (aproximadamente 100:1) é crucial para a sobrevivéncia
celular (Bains & Shaw, 1997).

A GSH ¢é sintetizada tanto em neurénios como em células gliais,
sendo mais abundante nos astrécitos. No SNC, sua atividade antioxidante
nos tecidos neurais € de extrema importancia devida a alta geragcdo de
espécies reativas de oxigénio. A GSH parece prover neuroprotecao contra

excitotoxicidade por aminoacidos excitatorios, além de modular receptores
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ionotréopicos controlando as correntes transmembrana e também possui
acdo neuromoduladora em muitas vias neurais (Dringen, 2000).

Andlises bioquimicas mostraram uma diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes, dos niveis de glutationa, e um aumento nos niveis
de espécies reativas de oxigénio como o anion superoxido e peréxido de
hidrogénio no SNC de animais expostos ao MeHg (Yu & Choi 1996). O
MeHg diminui os niveis de GSH e a atividade da enzima GPX. Estas duas
moléculas sdo consideradas uma defesa primaria que previne as demais
macromoléculas do dano oxidativo (Vicente et al., 2004). A diminui¢cdo da
atividade desta enzima parece resultar no aumento da peroxidacéao lipidica
e morte celular nos cérebros de animais expostos ao MeHg (Farina et al.,
2005; Franco et al., 2006).

1.6. O SISTEMA ENDOCRINO

O sistema endoécrino é constituido por um conjunto de glandulas
localizadas em diferentes areas do corpo, como a tiredide, as gbnadas e
as glandulas supra-renais, e pelos horménios por elas sintetizados, tais
como a tiroxina, os estrogénios e progestagénios, a testosterona e a
adrenalina (Ankley et al.,1998; Birkett et al., 2003).

Hormbnios sdo substadncias quimicas (mensageiros) produzidas e
secretadas pelas glandulas endo6crinas e que, langcadas na corrente
sanglinea, coordenam o funcionamento do organismo como um todo.
Algumas fungdes que controlam sao: atividades de o6rgdos completos,
niveis de sais, agucares e liquidos no sangue, 0 uso e armazenamento de
energia, o crescimento e o desenvolvimento de um determinado
organismo, sua reprodugao, suas caracteristicas sexuais, etc (Shimada et
al., 2001; Birkett et al., 2003; Lintelmann et al., 2003; Ghiselli, 2003). O
controle da producdo e secregcdao hormonal acontece principalmente
através do eixo hipotalamo-hipoéfise. Através de um estimulo sensorial o
hipotalamo age sobre a hipd6fise anterior ou posterior, estimulando a
producdo de horménios que ativam outras glandulas, estimulando a
producdo de horménios especificos. No caso dos horménios esterdides,

através do estimulo hipotaldmico, a hipdéfise anterior produz dois
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hormonios: luteinizante (LH) e o foliculo estimulante (FSH), que sao
responsaveis por funcbes como a producdo de espermatozdides e o
controle do ciclo menstrual. Os hormbénios LH e FSH agem sobre as
gbnadas (testiculos e ovarios), estimulando a produgcdo de horménios

esterdides que podem agir em diversos orgaos e tecidos (figura 3).

Estiulo Sensorial

——

hipotalamo

=

Hipdfise anterior

'd \

LH / FSH

N\ 4

Testiculos /| Ovarios

Voo

testosterona estroégenos

Figura 3: Controle Hormonal Hipotalamico
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A acido de um determinado hormoénio inicia-se através da sua ligagao a
um receptor especifico, no interior de uma célula ou em receptores de
membrana (Baird et al., 2002; Lintelmann et al., 2003). Os mecanismos
moleculares (ou de transdugdo de sinais) envolvidos na agdao hormonal

serdo descritos posteriormente, enfatizando-se os hormdnios esterdides.

1.7. 0S HORMONIOS ESTEROIDES

Os hormobnios esterdides possuem uma estrutura quimica baseada no
nucleo esteréide e a maioria deles é derivada do colesterol (Figura 4).
Estes hormébnios sao secretados pelo cortex adrenal (cortisol e
aldosterona) ou pelas génadas, sendo que os estrogénios e progesterona
sao secretados pelos ovarios e a testosterona é secretada pelos testiculos
(Guyton & Hall, 2005).

A testosterona é um hormoénio testicular fundamental, formado nas
células intersticiais de Leydig, situadas entre os tubulos seminiferos
testiculares. Apo6s sua secregao, a testosterona circula na corrente
sanguinea e é fixada aos tecidos ou degradada a produtos inativos que
serao subsequentemente secretados. Em geral, a testosterona controla a
producdo de espermatozdides e €& responsavel também pelas
caracteristicas distintivas do corpo masculino (Litwack & Scimidt,1997).
Este hormdnio também pode promover o aumento da sintese de proteinas,

prinicpalmente musculares, contribuindo para fungdes anabdlicas.
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Figura 4: Estrutra Quimica dos Horménios Esterdides.
Fonte: http://cache.eb.com/eb/image?id=6530&rendTypeld=4

Existem dois tipos de horménios sexuais femininos, os estrogénios e
as progestinas. A mais importante das progestinas é a progesterona, que é
secretada em quantidades significativas apenas durante a segunda metade
do ciclo ovariano, quando é secretada pelo corpo luteo. Os estrogénios
sao secretados em sua maior parte pelos ovarios e uma pouca quantidade
deste horménio ¢é secretada pelos cortices adrenais. Apenas trés
estrogenos estdo presentes em quantidades significativas no plasma
feminino: os hormoénios [-estradiol, estrona e estriol. Pequenas
quantidades de estrona sdo secretadas pelos ovarios, mas a maior parte é
formada nos tecidos periféricos a partir dos androgénios, secretados pelos
coértices adrenais e pelas células tecais ovarianas (Gonzalez et al., 2000). O
estriol € um estrogénio fraco; € um produto oxidativo derivado do estradiol
e da estrona. O principal estrogénio secretado pelos ovarios € o f-
estradiol. Este horménio é produzido pelos ovarios e atua no crescimento
e desnvolvimento do organismo, € responsavel pelo comportamento
sexual, pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais femininas e

controlando também o ciclo repordutivo.
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Tanto o estradiol quanto a testosterona sdo porduzidos ja na vida
fetal. Na infancia, apenas uma pequena quantidade destes horménios é
produzida. Durante a puberdade, através do estimulo dos horménios da
hip6fise anterior, esta producdo aumenta, até por volta dos 50 anos de
idade, quando comeg¢a novamente a decair.

Os estrogénios sédo lipofilicos e possuem baixo peso molecular,
podendo cruzar livremente a barreira hemato-encefalica sem a
necessidade de um sistema de transporte especializado. Tanto em homens
quanto em mulheres, os estrogenos sao sintetizados em varias areas do
sistema nervoso central pela conversdo de androgénios a estrogénios pela
acdo da enzima aromatase (Brzowski et al., 1997). A testosterona é a
molécula precursora da sintese dos estrogenos no sistema nervoso central
e esta enzima, que ¢é significativamente expressa no cérebro, ¢

responsavel por esta conversao (Willians & Satncel, 1996).

1.8. ESTROGENOS E NEUROPROTEGAO

Varios estudos tém relatado a importancia de hormodénios estréogenos
em relagdo ao sistema nervoso central. De fato, no sistema nervoso
central em desenvolvimento, os estrogenos controlam a diferenciagédo e a
plasticidade neuronal (Garcia-Segura et al, 2000) e o crescimento no
hipotalamo, hipocampo e cortex cerebral (McEwen et al., 1999). No
sistema nervoso central adulto, estes horménios parecem regular a
secregdo de hormdnios no hipotalamo e pituitaria e atuam no controle do
comportamento sexual (McEwen, 1982). Além disso, através da alteracao
dos niveis de neurotransmissores, receptores e segundo mensageiros, os
estrogenos também podem prevenir mas formagdes neuronais e esta
regulagdo pode promover a sobrevivéncia dos neurbnios e das
ramificacdes dos dendritos (Garcia-Segura et al., 2000).

Efeitos neuroprotetores de horménios estrégenos também tém sido
relatados (Chetty et al., 2006). Alguns estudos realizados em células
humanas mostraram efeitos protetores dos estrégenos em varios tipos de

células neuronais seguidos de diferentes tipos de toxicidade, incluindo o
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estresse oxidativo (Behl et al., 1995), toxicidade induzida pelo peptideo B-
amildide (Behl et al., 1997) e excitotoxicidade (Goodman et al., 1996).
Estudos in vivo demonstram que o hormoénio estradiol pode aumentar
a viabilidade celular e a diferenciagao de culturas primarias de células em
diversos tipos de populagdes neuronais, incluindo neurdnios hipotaldmicos
(Chowen et al., 1992), neurbnios da amigdala (Arimatsu & Hatanaka, 1986)
e neurdnios hipocampais (Brinton et al., 1997). Igualmente, ha evidéncias
de que o estradiol pode prevenir a morte celular induzida por diferentes
estimulos nocivos, como o ferro (Vedder et al., 1999), a and6xia e a
toxicidade do glutamato (Singer et al., 1996). Ainda, concordando com
evidéncias clinicas, varios experimentos em animais mostram que este
hormonio promove melhora da performance memorial em fémeas: em um
estudo realizado em ratas ovariectomizadas, a terapia de reposigao de
estrégenos promoveu melhora no desempenho dos tipos de memodria

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

1.9. POTENCIAIS MECANISMOS DE AGAO PARA A NEUROPROTEGAO
MEDIADA POR ESTROGENOS

Apesar dos estrégenos serem descritos como agentes neuroprotetores, os
mecanismos pelos quais estes hormdnios exercem a neuroprotecdo ainda
ndo estdo completamente esclarecidos. Todavia, alguns efeitos
neuroprotetores dos estrégenos parecem estar relacionados com a
ativacdo de receptores de estrogenos, o aumento da expressdao de
proteinas anti-apoptoéticas, as interagdes com cascatas de segundos
mensageiros, alteragdes na atividade glutamatérgica e atividade
antioxidante (Green & Simpkins, 2000). Entretanto, a fungado exata de cada
um destes eventos na neuroprotegdo induzida pelos estréogenos ainda
precisa ser elucidada. De qualquer forma, sabe-se que estrégenos, tais
como o estradiol, podem afetar diretamente a sobrevivéncia celular ou
prevenir a morte celular pela acdo nas cascatas de morte celular,
promovendo sobrevivéncia celular pela indugdo do crescimento axonal de

neurdnios lesados através do aumento da regeneragdo das conexfes
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neurais e pela promogado da transmissdo sinaptica (Figura 5 - Garcia-
Segura et al., 2000).

ESTROGENOS
prevencio da crescimento regeneracio transmissao
morte celular axonal sinaptica
NEUROPROTECAO

Figura 5. Possiveis mecanismos envolvidos na neuroprotecao pelo
hormonio B-estradiol. Adaptado de Garcia-Segura et al., (2000).

A seguir, serao aborados alguns fenémenos envolvidos na neuroprotecao

mediada por hormébnios estrégenos.

1.9.1. Ativagao de Receptores Estrogénicos

O mecanismo de acgéo classico do estréogeno ocorre através de sua
interagdo com um dos dois tipos de receptores estrogénicos: tipo a (RE a)
e tipo B (RE B), que agem como fatores de transcrigcdo nuclear (Green et
al., 1986; Kuiper et al., 1996). Cada tipo de receptor estrogénico é
formado por varios dominios (Horvitz et al., 1996): (i) um dominio N-
terminal altamente variavel contendo uma regido de trans-ativagdo que
ativa a expressdo de genes alvo pela integragdo com a maquinaria
transcricional; (ii) um dominio ligante ao DNA envolvido na dimerizacao do
receptor e na ligagao especifica ao DNA; (iii) um dominio complexo que

também esta envolvido na localizacdo nuclear, na dimerizacdo do receptor
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e na interagdo com outros fatores transcricionais regulatérios. Os
receptores do tipo o e do tipo B possuem seqliéncias similares no DNA e
nos dominios de ligagédo ao ligante. Quando um deles se liga ao estradiol,
pode formar homo ou heterodimeros que, quando ligados aos elementos
de resposta ao estrogénio (ERE) no DNA, recrutam outros componentes da
maquinaria de transcricdo para promover a expressdao génica (Webb,
1995). Quando ligado a algum tipo de receptor, o estradiol pode também
ligar-se diretamente a um complexo que regula a expressado génica através
da ativacdo de outras proteinas, sendo que este mecanismo é
independente dos EREs (figura 6).

Diversos  estudos in vivo foram realizados em fémeas
ovariectomizadas (para a remocgao do ligante enddégeno) que receberam
injecdo do horménio na forma radioativa (Pfaff, 1973; Shsuhrue, 1998).
Apoés autoradiografia, uma grande quantidade de receptores estrogénicos
foi detectada nas estruturas limbicas e hipotalamicas, consistente com os
conhecidos efeitos dos estrégenos na fisiologia reprodutiva e no
comportamento. Alguns estudos de expressdo do RNA mensageiro para
REa e REB 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 presengca de receptores
estrogénicos extranucleares, localizados nos axénios, dendritos, sinapses
e também nas células da glia (Blaustein et al., 1992; Milner et al., 2001).

Varias evidéncias apontam para a existéncia de um terceiro tipo de
receptor estrogénico extranuclear chamado receptor estrogénico X (RE-X)
(Toran-allerand et al., 2002). A presengca do RE-X foi observada
primeiramente na membrana plasmatica. Os efeitos cerebrais do estradiol
dependentes deste tipo de receptor ocorrem principalmente durante o
desenvolvimento e o mecanismo de agdo do ER-X parece estar ligado a
ativagao MAPK (Toran-allerand et al., 2002).

Diversos estudos demonstram agdes dos receptores estrogénicos na
neuroprotecdo mediada pelos esterdéides. Um estudo realizado por Gold e
seus colaboradores (1999) mostrou que a acdo neurotréfica do estradiol
em culturas de células hipocampais é reduzida por algumas substéncias

como a geldanamicina, que provoca a ruptura do complexo formado pelo
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esterdide e seu receptor, indicando que os componentes deste complexo
estdo envolvidos nos efeitos neuroprotetores do estrogeno. Um estudo in
vivo realizado por Azcoitia e seus colaboradodes (1999) demonstrou que a
administragdo intracerebroventricular de antagonistas de receptores
estrogénicos promoveu a inibicdo dos efeitos neuroprotetores do estradiol
em neurdnios hipocampais de ratas ovariectomizadas expostas ao acido
cainico.

Apesar do exposto acima, algumas evidéncias mostram que alguns
dos efeitos neuroprotetores do estradiol ndo ocorrem através do
mecanismo de agado classico mediado pelo receptor estrogénico (Green &
Simpkins, 2000). De fato, em alguns estudos, os antagonistas dos
receptores ndao atenuam as acgbes protetoras do p-estradiol em varios

modelos de neurotoxicidade (Green et al., 1997; Moosman & Behl, 1999).

estrogeno
Membrana
celular
= e
Complexo
estrogeno-receptor
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estrogeno-receptor

Gene promotor com
ativador ou inibidor

Gene alvo

Figura 6: Mecanismo classico de acdao de estrégenos em receptores
estrogénicos - Adaptado de: www.nsf.gov.news/mmg/media/images
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1.9.2. Regulagao do crescimento sinaptico e da regeneragao axonal

Como relatado anteriormente, os estrégenos podem regular a
formacao de sinapses durante o desenvolvimento e induzir a plasticidade
sinaptica no cérebro adulto (Matsumoto, 1991; Garcia-Segura et al., 1994).
Estes efeitos hormonais estdo envolvidos na diferenciacdo sexual de
conectividade sinaptica e na regulagao fisiolégica da fungcdo cerebral
(Garcia-Segura et al., 2001). Os estrogenos também podem promover o
crescimento sinaptico apés injurias (Matsumoto et al., 1986).

Muitas moléculas diferentes incluindo componentes do cito-esqueleto,
moléculas de adesédo, fatores de crescimento, fatores soluveis e
neurotrofinas participam do processo de crescimento axonal. Uma proteina
que pode estar envolvida na regeneragao axonal induzida pelo estrégeno é
a GAP-43, conhecida também como B-50. Esta proteina pré-sinaptica esta
envolvida no crescimento e regeneragdo de axbnios e sua expressao é

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

1.9.3. Modulagcdo da expressdo de proteinas reguladoras da morte

celular

As proteinas da familia bcl-2 sado importantes moduladoras da
apoptose neuronal e incluem tanto inibidores (bcl-2, bcl-X.) quanto
promotores (bax, bad e bcl-Xs) de apoptose. Os niveis relativos destas
duas classes de membros da familia bcl determinam a vulnerabilidade de
uma célula individual para o estimulo apoptdético via complexo de interacéao
proteina-proteina (Merry & Korsemeyer, 1997). A bcl-2 e a bcl-X_ sao
elementos responsivos ao estrogeno em suas regidées promotoras. O
horménio 17p-estradiol parece aumentar a imunoreatividade de bcl-2 e bcl-
XL em alguns tipos de células neuronais (Garcia-Segura, 1998). A
exposicdo ao horménio 17p-estradiol também pode causar declinio nos
niveis de RNA mensageiro para a proteina pro-apoptotica BAD (Gollalpudi
& Oblinger, 1999). De acordo com estes dados, um estudo mostrou que o

aumento da expressao de bcl-2 esta associado com a prote¢cdo hormonal
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de neurbnios em modelos de morte celular induzida por glutamato e
peroxido de hidrogénio (Singer et al., 1998). O estradiol também aumentou
significantemente a expressdo da proteina anti-apoptotica bcl-X em
culturas de células neuronais, e esta inducdo esta associada com a
reducdo da apoptose induzida pelo peptideo pB-amildéide (Singer et al.,
1999).

Pela inducdo da bcl-2, o estradiol pode promover a sobrevivéncia
neuronal apés a injuria tanto pela inibigdo da morte celular induzida pela
bcl-2, quanto pela facilitacdo da regeneragédo da conectividade neuronal,
induzida por esta proteina. A bcl-2 pode atenuar a geragdo de espécies
reativas de oxigénio e o estradiol pode reduzir o estresse oxidativo no

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

1.9.4. Ativacédo da via de transducgédo de sinal MAPK

A interagdo entre estrégenos e neurotrofinas é complexa, com
regulagao diferencial e reciproca de receptores estrogénicos e receptores
de neurotrofinas pelos seus ligantes, sugerindo possiveis interagdes entre
as duas vias de transducao de sinal (Green & Simpkins, 2000).

A via de transdugdo de sinal da MAPK (do inglés, mitogen-activated
protein kinase; proteina cinase ativada por mitégeno) pode ser modulada
pelos receptores estrogénicos de membrana, que ativam as proteinas G e
regulam positiva ou negativamente a modulagédo transcricional. Esta acao
requer modificagdes nas vias de transducdo de sinal, como a ERK
(proteina cinase regulada por sinal extracelular). A ativacdo da via MAPK
é rapida e a fosforilacdo da ERK ocorre de 5 & 15 minutos apés a
exposigdo ao estradiol (Singh et al., 1999). Nesta via, ocorre grande
ativacao de b-raf, cuja atividade ¢é rapidamente aumentada apods
tratamento com estradiol. Alguns dados sugerem a existéncia de um
complexo formado pelo receptor estrogénico e pela b-raf que pode modular
a ativacado da via MAPK mediada pelo estradiol (Singh et al., 1999).

Algumas evidéncias sugerem que esta via pode mediar os efeitos

neuroprotetores dos estrégenos. Em um experimento utilizando o inibidor
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desta via, o PD 98059, observou-se uma inibicdo da protecdo mediada por
estrogenos em neurdnios corticais expostos ao glutamato (Singer et al.,
1999). Porém, a importancia desta via na neuroprotecdo mediada pelos
estrogenos pode diferir de acordo com o tipo de neurbnio e de toxicidade
(Green & Simpkins, 1997).

1.9.5. Ativacdo da via AMPc-PKA-CREB

A via AMPc-PKA é uma via de transducido de sinal que aumenta a
atividade da adenilato ciclase resultando no aumento da concentragao de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e com a ativagédo da proteina cinase
A (PKA) (Green & Simpkins, 2000). O estradiol aumenta a acumulacao de
AMPc em varios tipos de células neuronais. O aumento dos niveis
celulares de AMPc gera aumento da fosforilagdo da proteina de ligagédo ao
elemento de responsivo ao AMPc (CREB) (Gu & Moss, 1996). A CREB
pode ser fosforilada por outras vias como a MAPK e a CAM cinase (Figura
7), que também sao ativadas pela exposi¢do ao estradiol (Hayashi et al.,
1994).

A fosforilacdo de CREB via AMPc parece contribuir para os efeitos
neuroprotetores do estradiol, pois a ativagcdo da via do AMPc esta
associada com a diminuicdo da susceptibilidade de células neuronais aos
sinais apoptoticos (Camparde et al., 1999; Kobayashi e Shinozawa, 1997).
O aumento da fosforilacdo de CREB esta associado ao aumento da
sobrevivéncia neuronal e ao aumento da resisténcia destas células a
injuria isquémica (Hanson et al, 1998). A via AMPc-PKA-CREB pode
aumentar a sobrevivéncia neuronal através do aumento da expressao da

proteina anti-apoptotica bcl-2 (Ji et al., 1996).
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Gene

Expression

Figura 7. Representacdo das principais vias envolvidas na fosforilagao
de CREB, incluindo a via AMPc-PKA. Abreviagdes: AC, adenilato
ciclase; PKA, proteina cinase A; CAMK, cinase dependente de Ca?*-
calmodulina; MAPK, proteina cinase ativada por mitégeno; CRE,
elemento de resposta ao AMP ciclico; CREB, proteina ligante de CRE.
Adaptado de Green & Simpkins, 2000.

1.9.5. Atenuacgdo direta da ativacdo dos receptores de glutamato

A morte celular por excitoxicidade ocorre quando um dos tipos de
receptores de glutamato AMPA, cainato ou NMDA ¢é hiper-ativado, gerando
grande influxo de calcio. Os estrogenos podem exercer seus efeitos
neuroprotetores pela interagcado direta com receptores glutamatérgicos, pois
este horménio tem sido demonstrado como um antagonista do receptor
NMDA. Em alguns estudos, foram observadas alteragdes nas respostas
despolarizantes ao AMPA e atenuagdo das correntes de calcio induzidas
pelo NMDA apés exposicdo ao estradiol (Weaver et al., 1996). O estradiol
pode bloquear o influxo de CA?* na célula através de alteracdes nos canais
de calcio, sendo que este efeito € mediado pelo receptor estrogénico de
membrana (Mermelstein et al., 1996). Alguns dados indicam que a
exposicado ao estrogeno pode aumentar a quantidade de calcio intracelular
quando expostas a concentragdes fisiolégicas de glutamato, mas pode
atenuar a concentracdo de calcio intracelular associada com niveis toxicos
de glutamato (Chen & Brinton, 1999; Zauolyanov et al., 1999).
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1.9.6. Atividade antioxidante

Para exercer seus efeitos antioxidantes, o estradiol pode utilizar
outros possiveis mecanismos neuroprotetores, independentes da ativacao
do receptor estrogénico nuclear (Garcia-Segura et al., 2000). O estradiol
pode interagir com sitios de ligacdo na membrana plasmatica e provocar
diversos efeitos na transmissdo e excitabilidade neuronal (Ramirez &
Zheng, 1996; Bicknell, 1998).

1.9.7. Neuroprotegao: Neurdénio x Glia

As células gliais sdo componentes esséncias para a funcdo neuronal
normal e para a resposta do tecido neural a injuria. Ha evidencias de que
as células gliais sdo alvos dos hormdnios esterdides (Garcia-Segura et al.,
1996; Jordan, 1999) e que participam do metabolismo da sintese destes
hormoénios (Melcangi et al., 1999). As células da glia medeiam diferentes
acbes de esterdides gonadais na regulagdo do desenvolvimento e
plasticidade de populacbes neuronais especificas e no controle de eventos
neuroendocrinos (Garcia-Segura et al., 1996; Ojeda & Ma, 1999). Portanto,
estas células podem estar envolvidas nos efeitos de neuroprotegao e
regeneragdao dos horménios gonadais (Melcangi et al., 1999; Nichols,
1999).

Receptores estrogénicos foram detectados em varias populagbes de
células gliais (Azcoitia et al., 1999) e os estrogenos regulam a morfologia
e a expressao de genes gliais (Garcia-Segura et al., 1996; Stone et al.,
1998). Os estrogenos podem regular a formagao de gliose reativa, inibindo
a proliferacdo de astrocitos apods injuria e o acumulo de astrdocitos reativos
em areas lesionadas do cérebro (Garcia-Estrada et al., 1993; 1999). Estes
efeitos dos estrégenos na gliose reativa podem ser fatores contribuintes
para regeneragao neuronal, pois estes horménios podem regular a
producdo de citocinas pelo tecido glial que poderiam causar morte dos

neurénios.
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As células gliais, principalmente os astrocitos, podem mediar os
efeitos hormonais, pois podem produzir horménios esterdides, incluindo
estradiol. Estas células estdo envolvidas na indugdo da enzima aromatase
que é produtora de estrégenos e precursores andrdogenos (Garcia-Segura
et al., 2001).

1.10. NEUROTOXICIDADE DO MeHg - SUSCEPTIBILIDADE SEXO-
DEPENDENTE

Alguns dados clinicos sugerem que as mulheres se recuperam melhor
que os homens apds um dano cerebral traumatico (Wise, 2002).
Concordando com esta observacado, em varios modelos experimentais, os
animais machos mostraram-se mais vulneraveis que as fémeas as lesdes
neurais (Li et al., 1996; Alkayed et al., 1998). A diferenga sexual nas
respostas as diferentes formas de lesdo cerebral pode ser, ao menos em
parte, mediada por estrogenos, progesterona e testosterona. Embora
alguns estudos apontem alguns efeitos da testosterona na regeneracao
neuronal (Yu, 1989), este hormdénio pode ter um efeito negativo em
algumas populagdes neuronais. Em um estudo realizado por Hawk e seus
colaboradores (1998), foi observado que a testosterona aumentou a lesao
induzida pela oclusdo da artéria cerebral média em ratos machos
castrados, enquanto que o tratamento com estradiol diminuiu a area
isquémica. Estas lesdes estdo associadas a sintomas motores e sao
altamente sexo-dependetes, mostrando uma maior susceptibilidade dos
machos quando comparados as fémeas (Nishino et al., 1998). Este efeito
deletério da testosterona em alguns modelos de injuria cerebral pode ser
secundario a sua conversdao em dihidro-testosterona e sua acdo no
receptor endégeno. Estes efeitos negativos da testosterona também podem
ser conseqlUéncias da sua conversdao em estradiol pela atividade local da
enzima aromatase (Garcia-Segura et al., 2001).

Algumas evidéncias apontam para a possibilidade dos efeitos
neurotéxicos do MeHg serem sexo-dependentes, sugerindo que o0s
hormoénios sexuais podem influenciar direta ou indiretamente tal

toxicidade. Estudos em humanos mostram uma maior susceptibilidade de
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meninos aos efeitos neurotéxicos do MeHg quando comparados com
meninas da mesma idade (Marsh et al., 1987). Estudos em camundongos
neonatos apontam para alteragdes celulares nos cerebelos dos machos
expostos a uma baixa dose de MeHg, sendo que tais alteragdes somente
foram observadas nas fémeas quando expostas altas doses (Grant-
Webster et al., 1992). Outros estudos em proles de ratos neonatos
expostos a baixas doses de MeHg mostraram uma diminui¢cdo da atividade
locomotora espontanea destes animais que persistiram na fase adulta,
sendo que essa diminuicdo foi observada somente nos machos (Rossi et
al.,1996).

Um estudo realizado por Hirayama e colaboradores (1986) demonstrou
que o metabolismo e a eliminacdo de MeHg ocorre mais lentamente em
machos do que em fémeas e que a sequéncia de eventos que levam a
excrecdo urinaria do MeHg pode ser controlada pelos horménios sexuais.
Estes autores observaram aumento do acumulo renal e excregcdo urinaria
de mercurio e uma diminuigdo dos niveis de Hg em no figado, nos
eritrocitos e no cérebro de fémeas tratadas com propinato de testosterona.
Neste mesmo estudo, analises de machos castrados e machos tratados
com benzoato de estradiol revelaram que o turnover (sintese/degradagéao)
da glutationa total aos tecidos foi afetado significantemente pelos
horménios sexuais.

O MeHg tem uma alta afinidade por compostos tiolicos, tais como a
GSH, e a formagdo de um complexo GSH-MeHg é de grande importancia
para o acumulo renal de MeHg (Oliveira et al., 2006). O transporte e
metabolismo da GSH e seus derivados pode ser um dos muitos fatores
importantes para determinar a distribuicdo aos tecidos e a eliminagédo de
MeHg em organismos afetados por este composto téoxico (Hirayama et al.,
1986). A enzima y-glutamil-transpeptidase é a Unica enzima que hidrolisa o
residuo y-glutamil da GSH e seus derivados. Esta enzima esta localizada
exclusivamente na superficie externa da membrana plasmatica e a
degradagao da GSH ocorre extracelularmente (Nishiyama et al., 1987). Ha
evidéncias de que a diferenca na velocidade de eliminagdo do MeHg entre
machos e fémeas pode estar relacionada com a diferengca 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 estrogenos (Daré et al.,
2000). Alguns antioxidantes que podem antagonizar os efeitos do estresse
oxidativo, como a GSH, parecem ser influenciados pelos hormdnios
sexuais em roedores (Hirayama et al., 1987; Taskiran et al., 1997). Esse
dismorfismo sexual na expressdo dos sistemas de defesa antioxidante
parece afetar a susceptibilidade aos efeitos neurotdéxicos do MeHg de

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

2. JUSTIFICATIVA

Conforme mencionado anteriormente, parece haver uma maior
resisténcia de fémeas aos efeitos neurotéxicos do MeHg quando
comparadas com machos. Além disso, tais efeitos parecem ser mediados,
ao menos em parte, por estresse oxidativo. Desta forma, torna-se
importante investigar se horménios sexuais femininos (principalmente
estrogenos) sao capazes de modular os efeitos pré-oxidativos do MeHg no
sistema nervoso central, correlacionando déficits motores com dano
oxidativo cerebelar. A descoberta de uma possivel relagdo entre
hormoénios sexuais femininos e neurotoxicidade induzida por MeHg
certamente contribuira 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

Avaliar os efeitos neurotéxicos do MeHg e a possivel
susceptibilidade sexo-dependente a tal neurotoxicidade em camundongos,
avaliando variaveis comportamentais relacionadas a atividade locomotora
com variaveis bioquimicas relacionadas ao estresse oxidativo no cerebelo

dos animais.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da exposicdo oral ao metilmercurio sobre a
atividade locomotora e o desempenho motor em camundongos machos e

fémeas, através dos testes do Rotarod e Campo Aberto.

- Avaliar os efeitos da exposicdo oral ao metilmercurio sobre
parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo no cerebelo de

camundongos machos e fémeas;
- Avaliar o efeito da castracdo e da administragcdo do hormdénio 17p-

estradiol sobre os parametros bioquimicos e comportamentais acima

citados, em camundongos machos expostos ao metilmercurio;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais:

Foram utilizados camundongos adultos (2 meses) Swiss adultos
machos e fémeas, pesando entre 35 e 45 g, mantidos numa sala com
temperatura controlada de 24 +/- 2 °C, com livre acesso a comida (Ragéao
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
realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFSC, sob o] protocolo nuamero (313/CEUA;
23080.026023/2004-39/UFSC).

4.2, Tratamento:

Foram utilizados 36 camundongos, sendo que estes foram divididos
em 6 grupos da seguinte forma:

- Grupo 1 (controle): animais machos que receberam uma injegcao de
salina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutanea)
em dias alternados e agua de beber ad libitum, durante 21 dias;

- Grupo 2 (MeHg): animais machos que receberam uma injegédo de
salina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcuténea)
em dias alternados e uma solugao de metilmercurio (40 mg/L) dissolvido
na agua de beber ad libitum, durante 21 dias;

- Grupo 3 MeHg + 17 estradiol): animais machos que receberam uma
injecdo do horménio 17B-estradiol (dose 10 pg/animal) dissolvido em
salina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutanea)
em dias alternados e uma solugao de metilmercurio (40 mg/L) dissolvido
na agua de beber ad libitum, durante 21 dias;

- Grupo 4 (MeHg + castragao): animais machos (MeHg + castragéao)
que foram castrados duas semanas antes do inicio do tratamento e
receberam uma injecdo de salina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10
mL/kg, pela via subcutidnea) em dias alternados e uma solugdo de
metilmercuario (40 mg/L) dissolvido na agua de beber ad libitum, durante
21 dias;
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- Grupo 5 (fémeas controle): animais fémeas (controle) receberam
uma injecédo de salina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela
via subcutanea) em dias consecutivos e agua de beber ad libitum, durante
21 dias;

- Grupo 6 (animais fémeas MeHg): receberam uma injegcdo de salina
(NaCl 0,9% contendo 1% de etanol, 10 mL/kg, pela via subcutidnea) em
dias alternados e uma solugdo de metilmercurio (40 mg/L) dissolvido na

agua de beber ad libitum, durante 21 dias.

4.3. Testes comportamentais

4.3.1. Avaliagdao da atividade locomotora através do teste do
campo aberto (Open Field)

Este teste foi realizado para avaliacdo da atividade 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 linhas formando 16 quadrantes (Figura 8), medindo
10x10 cm. O numero de quadrantes cruzados com as quatro patas durante
um periodo de seis minutos foi o pardmetro utilizado para avaliar a

atividade locomotora.

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

A coordenacdo motora foi avaliada pelo teste de Rotarod (Farina et
al., 2005). O aparato consiste em uma barra com 2,5 cm de didmetro,
subdividida em quatro compartimentos por discos de 25 cm de diametro
(figura 9). A barra girava numa velocidade constante de 20 rotagbes por
minuto. Foram realizadas trés sessbes onde se avaliou o tempo de
permanéncia do animal no aparato (permanéncia na barra giratéria), sendo
o0 tempo maximo de 60 segundos. Apenas a ultima sessao foi considerada
na analise, sendo que as duas seg¢bes iniciais serviram apenas como
treino. O tempo de permanéncia na barra giratéria foi indicativo de

desempenho motor.

Figura 9. llustragao do aparato de Rotaroad.
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4.4. Analises Bioquimicas

4.4.1. Preparacgao tecidual

Apds os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por
decapitacao e tiveram o cerebelo removido dicecado homogeneizado em 5
volumes de tampado HEPES 25 mH, pH 7,4. Os homogenatos foram
centrifugados a 10.000 x g por 30 minutos a 4 graus centigrados,
objetivando a obtencdo do sobrenadante para a avaliagdo da atividade de
enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa redutase) e dos
niveis de glutationa e substancias reativas com o acido tiobarbiturico

(produtos de peroxidacéo lipidica).

4.4.2. Lipoperoxidacao - Método Espectrofotométrico TBARS-MDA:

A lipoperoxidagcao foi estimada pela deteccdo dos derivados dos
lipoperéxidos, através de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), como malonildialdeido (MDA), que devido a peroxidagao de
lipideos formou um produto de coloracao rosa. Desta forma, neste estudo
utilizamos o termo lipoperoxidacdo para nos referir a estas medidas. Os
sobrenadantes teciduais foram incubados a 90 graus centigrados em um
meio contendo 1,3 M de tampéo acetato (pH 3,4), acido tiobarbitarico (0,27
M), o dodecil sulfato de sédio (8,1%). Apdés 1 hora, o material foi resfriado
durante 15 minutos e a medida do complexo TBA-MDA (produto colorido
formado = substancia reativa ao TBA) foi feita no espectrofotdbmetro no

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

4.4.3 Determinacg¢ao das concentragdes de Glutationa Reduzida (GSH):

Os grupamentos tidéis nao-proteicos (NPSH) nas amostras foram
determinados usando reagente de Ellman, 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato
(DTNB). A amostra (100 pyL do sobrenadante) foi misturado com 100 pL de
acido tricloroacético (TCA) a 10%. Apés, as amostras foram centrifugadas

a 10.000 x g por 5 min. Os NPSH foram quantificados pela adigao de 150
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ML do sobrenadante em 425 uyL de TFK 1 M, pH 7,0 e 25 pL de DTNB 10
mM. O monitoramento da concentragcdo dos grupos tidéis foi avaliando
através da medida da absorbancia em 412 nm devido ao produto resultante
da reacao da GSH com DTNB, que gerou o TNB de cor amarela (Ellman,
1959).

4.4.4. Avaliacao da atividade Glutationa Peroxidase (GPx):

A GPx catalisa a reducdao de H202, bem como outros lipoperéxidos,
utilizando 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 leitura em
espectrofotémetro em 340 nm (Wendel, 1981). Para este ensaio, o meio de
reagao continha tampéao 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 pL do sobrenadante) para mensurar o consumo inespecifico de NADPH
através de uma leitura por 2 minutos, a 340 nm. Ao adicionar o substrato
(1 mM t-BOOH), a leitura foi realizada por mais 2 minutos. Ao decréscimo
de absorbancia (340 nm) por minuto obtido descontou-se o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de
extingdo molar do NADPH (¢ = 6.220 M-1 cm-1) e multiplicado pelas

diluigdes.

4.4.5 Avaliacao da atividade Glutationa Redutase (GR):

A GR catalisa a reducao da glutationa oxidada (GSSG) através da
oxidacdo do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG, a enzima leva ao
consumo de NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A velocidade de
consumo de NADPH, em condigcbes de saturacdo, expressa a atividade
enzimatica (Carlberg e Mannervik, 1985). O meio de reacdo continha
tampéo fosfato 0,25 M, pH 7,0, 1 mM EDTA, NADPH 0,2 mM. Apéds
adicionar a amostra (25 yL do sobrenadante), o consumo inespecifico de
NADPH foi mensurado por 2 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato GSSG

1 mM a leitura foi realizada por 2 minutos adicionais e descontou-se o
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consumo inespecifico de NADPH do decaimento por minuto obtido. O valor
obtido foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar do NADPH (¢ = 6.220
M-1 cm-1) e multiplicado pelas diluigdes.

4.4.6. Dosagem de Proteinas:

O conteudo de proteinas foi quantificado pelo método de Bradford

(1976), usando albumina de soro bovino como padrao.
4.5. Analise Estatistica:

Foi efetuada a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do
teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. As diferencas entre as

médias foram consideradas estatisticamente significativas quando p <
0,05.
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5. RESULTADOS

A ingesta liquida dos animais foi monitorada no intuito de detectar alguma possivel

diminuicdo nesta variavel nos grupos expostos ao MeHg. Isto poderia ocorrer devido ao

gosto metalico do composto, causando uma possivel desidratagdo nestes animais.

Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas nas ingestas liquidas entre

todos os grupos experimentais (Tabela 1).

Grupos

Ingesta liquida

(ml/dia/ animal)

Machos controle 13,56+0,7
Machos MeHg 12,4 £ 0,6
Machos MeHg 17 Bestradiol 13,7+04
Machos MeHg castrados 11,9+0,7
Fémeas controle 12,5+0,6
Fémeas MeHg 11,5+0,7

Tabela 1: Ingesta liquida dos animais durante o tratamento. Os valores estado
expressos como media + desvio padrdo. Nao foram detectadas diferencas significativas

através da analise de variancia (p>0,05).
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5.1. Testes Comportamentais

A coordenagdo motora dos animais foi avaliada pelo seu tempo de permanéncia
na barra giratéria do aparato de Rotarod. A Figura 10 mostra que o tratamento com MeHg
nao alterou a coordenacgido motora das fémeas quando comparadas com fémeas do grupo
controle. Nos animais machos, a exposicdo ao MeHg promoveu uma diminuigdo da
coordenacdo motora. Entretanto, este efeito ndo foi observado nos animais machos
castrados e nos machos tratados com o horménio 173 estradiol. Assim, o déficit na
coordenagao motora provocado pelo tratamento com MeHg durante 21 dias foi prevenido

pela castragao e pelo tratamento com o horménio 17§ estradiol

Rotarod
40
I acho controle
30 |:| Macho MeHg
|:| Macho MeHg estradiol
ﬂlﬂlﬂlﬂﬂlﬂﬂlﬂlﬂﬂlﬂﬂﬂlﬂﬂlﬂlﬂﬂ Macho MeHg castrado

Fémeas controle

Fémeas MeHg

Tempo de permanéncia (segundos)

Figura 10: Efeitos da administragdao oral de MeHg sobre o desempenho
motor de camundongos machos e fémeas. O tempo de permanéncia dos animais no
aparato é expresso em segundos e apresentado como média * erro padrdo da média.
Letras diferentes indicam diferencas 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 andlise de variancia de uma via indicou que todos os grupos
expostos ao MeHg durante 21 dias, apresentaram diminui¢do da atividade locomotora (p
< 0,05), quando comparados aos grupos controle. Entretanto, esta diminuigdo mostrou-se
menos acentuada nas fémeas quando comparadas aos machos expostos ao MeHg. A
castragdo e o tratamento com o horménio 17 B estradiol preveniram parcialmente os

danos na atividade locomotora provocados pelo MeHg
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Figura 11: Efeito da administragao oral de MeHg sobre a locomog¢ao de
camundongos machos e fémeas. A atividade locomotora dos animais no € expressa em
quadrantes cruzados e apresentada como média * erro padrdo da média. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA de
uma via, seguida do teste de Duncan.
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nmol MDA/mg proteina

5.2. Andlises Bioquimicas — Parametros relacionados com o Estresse

Oxidativo

Os niveis cerebelares de produtos de peroxidagéo lipidica (substancias reativas ao
acido tiobarbiturico - TBARS) sdo demonstrados na figura 12. Os resultados indicam que
o tratamento com MeHg promoveu um aumento significativo (p < 0,05) dos niveis de
TBARS no cerebelo dos animais machos tratados com MeHg, sendo que este efeito nao
foi observado nas fémeas. O aumento da peroxidacao lipidica cerebelar foi prevenida pela

castragcdo e também pelo tratamento com o horménio 173-estradiol nos machos
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- Macho controle
0.60 1 Macho MeHg

|:| Macho MeHg estradiol
0.40 1] Macho MeHg castrado

Fémeas controle

0.20 Fémeas MeHg
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Figura 12: Efeito da administragao oral de MeHg sobre a peroxidagao lipidica
cerebelar. Os niveis de TBARS s&o expressos como nmol de malondialdeido (MDA)/mg
de proteina e apresentados como média = erro padrdao da média. Letras diferentes
indicam diferengas 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 niveis cerebelares de glutationa, medidos como grupos

sulfidrilicos nao-protéicos. Nao houve diferencgas significativas entre os grupos.

30
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Macho MeHg estradiol
7] Macho MeHg castrado
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nmol/mg proteina

10

FREC0N

Fémeas MeHg

Figura 13: Efeito da administragcado oral de MeHg sobre os niveis cerebelares
de glutationa de camundongos machos e fémeas. . Os niveis de glutationa (GSH) séo
expressos como nmol/mg de proteina e apresentados como média + erro padrdo da
média. Ndo houve diferengas 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
diminuida (p < 0,05) no cerebelo dos animais machos expostos ao MeHg, sendo que este
efeito foi inibido pelo tratamento com o horménio 17B-estradiol e pela castragdo. As
fémeas expostas ao MeHg ndo mostraram diminuicdo da atividade da GPx cerebelar
quando comparadas as fémeas do grupo controle.
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Figura 14: Efeito da administragcdo oral de MeHg sobre a atividade da enzima
glutationa peroxidase cerebelar de camundongos machos e fémeas. A atividade
enzimatica é expressa como nmol de NADPH oxidado/minuto/mg de proteina e
apresentados como média * erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferencas
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 fémeas 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 fendmeno foi inibido apenas pela castragdo. As fémeas expostas
ao MeHg nao mostraram alteragéo da atividade da GR cerebelar quando comparadas as

fémeas do grupo controle.
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Figura 15: Efeito da administragcdo oral de MeHg sobre a atividade da enzima
glutationa redutase cerebelar de camundongos machos e fémeas. A atividade
enzimatica é expressa como nmol de NADPH oxidado/minuto/mg de proteina e
apresentados como média * erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os grupos pela ANOVA de uma via, seguida do teste de
Duncan.

52



6. DISCUSSAO

No presente estudo, foram analizados os efeitos da exposi¢gdo ao
metilmercurio (MeHg) na atividade locomotora, coordenagao motora, assim
como na peroxidagao lipidica, niveis de glutationa e atividade das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidase e glutationa redutase no cerebelo de
camundongos machos e fémeas adultos. Foram comparadas as diferengas
entre machos e fémeas e avaliados os potenciais efeitos protetores da
castragdo e da administragcdo do horménio sexual feminino 17p-estradiol
nos machos expostos ao MeHg.

Neste trabalho, o procedimento de analise da ingesta liquida foi
efetuado para descartar uma possivel diminuicdao de ingestdo liquida em
animais expostos ao MeHg devido ao gosto metalico e desagradavel do
composto. Ao analisarmos a ingestdo liquida dos animais, nao foram
observadas diferengas significativas na quantidade de agua ingerida pelos
mesmos. Podemos concluir que os resultados das analises
comportamentais e bioquimicas ndo estdo relacionados a diminuicdo do
consumo de agua ou desidratagcdo dos animais, mas sim aos efeitos do
tratamento com MeHg.

O efeito inibitério do MeHg na locomogédo tem sido extensivamente
reportado. De acordo com diversos estudos experimentais, a exposi¢cdo ao
MeHg esta relacionada a déficits na locomogdao e coordenagao motora
(Gimenez-Llort et al., 2001). Em estudos prévios do nosso laboratério,
camundongos adultos apresentaram danos motores apds exposi¢cao oral ao
MeHg (Dietrich et al., 2005). Um estudo realizado por Franco e
colaboradores (2006) mostrou que camundongos expostos ao MeHg no
periodo lactacional apresentaram significativo prejuizo motor (avaliado no
aparelho rotarod) e uma redugdo da atividade locomotora (avaliada no
campo aberto). De acordo com estes dados, nossos resultados também
mostram efeitos negativos da exposicdo ao MeHg nos parametros
comportamentais e funcionais relacionados a performance motora. Os
animais machos expostos ao MeHg apresentaram diminui¢cdo significativa
na atividade locomotora no campo aberto, bem como déficit de

coordenacdo motora no aparato do rotarod.
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Diversos estudos apontam para o MeHg como um poderoso agente
neurotdéxico, que afeta principalmente as células do cerebelo (Murakami,
1972; Chang et al., 1981), regido do cérebro responsavel por diversas
atividades relacionadas ao equilibrio, coordenagdo motora, manutencao da
postura e reacbes de endireitamento (Gowen & Miall, 2007). Alguns
estudos em roedores mostram danos ou desenvolvimento anormal do
cerebelo apés tratamento com MeHg (Chang et al., 1977; Choi et al.,
1981). Em outro estudo recente, analises histolégicas detectaram
deposicao deste metal e alteragbes morfolégicas nas regides cortical e
medular do cerebelo em embrides de gallus domésticus expostos ao MeHgqg.
Quando estes animais ja eram adultos, também houve diminuigcdo das
atividades exploratéria e locomotora (Carvalho, 2007). Portanto, podemos
sugerir que os danos locomotores induzidos pela exposicdo ao MeHg
podem, ao menos em parte, estar relacionados aos danos cerebelares
induzidos por este metal.

Existem diversas evidéncias mostrando que a diferenga sexual nas
respostas as diferentes formas de lesdo cerebral podem ser, ao menos em
parte mediada pelos horménios sexuais, indicando a possibilidade dos
efeitos neurotdéxicos do MeHg serem sexo-dependentes (Hirayama et.al,
1986). No presente estudo, no teste de Rotarod, o tempo de permanéncia
dos animais no aparato foi diminuido somente nos animais machos
tratados com MeHg quando comparados aos demais grupos, indicando que
somente este grupo sofreu déficit na coordenagcédo motora. Ao avaliarmos a
atividade locomotora espontdnea, observamos que todos o0s grupos
tratados com MeHg apresentaram diminuicdo na locomog¢do, sendo que
este efeito ocorreu de forma mais acentuada nos machos tratados com
MeHg quando comparados aos demais grupos. Esta diminuicdo da
locomocao foi parcialmente prevenida pela castracdo e pelo tratamento
com o horménio 17p-estradiol, sugerindo que alteragbes hormonais
(principalmente aquelas relacionadas aos hormdénios esterdides sexuais)
podem modular a susceptibilidade de camundongos aos efeitos deletérios
do MeHg na capacidade motora e exploratéria.

Estes resultados concordam com dados de estudos prévios em

animais e humanos, os quais mostraram maior vulnerabilidade a lesdes
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neurais de machos, quando comparados as fémeas (Li et al., 1996;
Alkayed et al., 1998) e também com diversos estudos onde as fémeas
apresentaram uma menor susceptibilidade aos danos locomotores
provocados pelo MeHg na atividade (Grant-Webster, 1992; Rossi et al.,
1996). Alguns estudos também apontam efeitos negativos da testosterona
e efeitos protetores da castracdo e do tratamento com estradiol na
atividade locomotora em modelos animais (Hawk, 1998; Nishino, et al,
1998). Portanto, como os horménios sexuais podem influenciar direta ou
indiretamente esta toxicidade, podemos sugerir possiveis efeitos
protetores dos estrogenos nos déficits de locomogao e coordenacgao
motora induzidos pelo MeHg.

Como ja citado anteriormente, varios mecanismos parecem estar
envolvidos nos efeitos neurotéxicos do MeHg (Aschner et al., 2007).
Muitos destes efeitos tém sido relacionados & excitotoxicidade e ao
estresse oxidativo. O dano oxidativo e a lipoperoxidagdo das membranas
podem ser causados pela toxicidade induzida pelo aumento dos niveis de
aminoacidos excitatérios, como o glutamato (Choi, 1992; Behl et al.,
1994). Em nosso estudo, foi observado um aumento dos niveis de TBARS,
indicando a presenca de derivados de lipoperdoxidos e de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico nos cerebelos de animais machos expostos
ao MeHg. Estes dados concordam com resultados de varios estudos
anteriores que sugerem que sao geradas espécies reativas de oxigénio na
presenca deste metal, contribuindo para aumentar a excitotoxicidade
(Allen et al., 2001). Estas espécies sado altamente oxidantes e podem
causar danos em proteinas, enzimas e DNA, causando também
peroxidagdo das membranas celulares (Aschner et al., 2007).

Diversos estudos correlacionam a exposicdo ao MeHg com a
diminuicdo dos niveis de GSH e da atividade das enzimas glutationa
redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Em um estudo realizado por
Farina e colaboradores (2003), foi observada uma correlagdo negativa
entre os niveis de TBARS e tidis ndo-protéicos no cérebro de roedores
expostos ao MeHg. Houve também uma correlagdo negativa entre os niveis
de TBARS e a atividade da enzima GPx neste tecido. Ou seja, o autor

sugere que o aumento da peroxidagado lipidica em animais expostos ao
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MeHg esta relacionado com a diminuigdo dos niveis totais de glutationa e
da atividade da enzima GPx, a qual detoxifica perdoxidos enddgenos e evita
a peroxidagao das membranas bioldgicas. Por outro lado, alguns trabalhos
demonstram que o sistema antioxidante da glutationa, ao ser ativado apods
insultos oxidativos, pode promover aumento da atividade das enzimas
antioxidantes. Em estudo realizado por Franco e colaboradores (2006), a
exposicdo de camundongos adultos ao MeHg promoveu um aumento nos
niveis de tidis ndo-protéicos (NPSH), bem como da atividade da enzima
GR.

Em nosso estudo, as analises bioquimicas demonstraram aumento nos
niveis de TBARS em animais machos expostos ao MeHg, porém, os niveis
de glutationa (medidos como NPSH) permaneceram inalterados em todos
os grupos. Um resultado semelhante foi obtido por Manfroi e
colaboradores (2004), ao avaliar os efeitos da exposi¢gao lactacional ao
MeHg. Neste contexto, seria razoavel supor que o aumento da sintese da
GSH pode ser um dos mecanismos neuroprotetores contra a
neurotoxicidade induzida pelo MeHg e que a manutengcdo nos niveis de
NPSH seguida da exposicao ao MeHg, observada em nosso estudo, pode
estar relacionada ao aumento na sintese de glutationa. Porém, a hipotese
de que a manutengdo nos niveis de NPSH seja um mecanismo
compensatdério contra o dano oxidativo induzido por MeHg no cerebelo de
camundongos nao pode ser confirmada neste trabalho, pois ndo existem
dados que possam comprovar este fendmeno.

Ao avaliarmos os efeitos do MeHg na atividade das enzimas
antioxidantes cerebelares, observamos uma diminuicdo da atividade da
GPx e um aumento na atividade da GR nos animais machos. De acordo
com dados da literatura, a diminuigcdo da atividade da GPx é um fenédmeno
que comumente ocorre apés a exposicdo ao MeHg (Farina et al., 2005,
Franco et al., 2006). Como a GPx detoxifica peroxido de hidrogénio e
outros peroéxidos, podemos sugerir que o aumento nos niveis de TBARS
pode estar, ao menos em parte, relacionado a diminuicdo da atividade
desta enzima. A exposigcdo ao MeHg parece ter induzido parte do sistema
antioxidante da glutationa, aumentando a atividade enzimatica da GR

cerebelar. Este aumento pode representar uma resposta compensatoria do
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SNC contra o dano oxidativo para manter a homeostase da razao
GSH/GSSG no cerebelo destes animais. Estes dados estdao de acordo com
estudos prévios (Farina et al., 2005).

Segundo dados encontrados na literatura, os horménios esterdides
sdao de suma importancia para a manutencdo da fung¢do cerebral normal
(Behl, 1997). Como existem diversas evidéncias sugerindo diferengas
entre machos e fémeas nas respostas do SNC aos danos oxidativos, a
atividade antioxidante destes horménios, principalmente dos estréogenos,
tem sido bastante investigada. Em estudo realizado por Behl e
colaboradores (1995), foram demonstrados efeitos neuroprotetores do
hormoénio 17p-estradiol em modelo de morte celular in vivo induzida pelo
estresse oxidativo. Alguns estudos sugerem que, assim como O0sS
estrégenos, a testosterona também possui agdo neuroprotetora. Segundo
Simpkins (2001), este horménio demonstrou efeitos neuroprotetores em
modelos de morte celular por apoptose em células granulo-cerebelares.
Por outro lado, diversos estudos demonstram efeitos negativos da
testosterona em alguns tipos de células neuronais. Neste contexto, varios
experimentos mostram efeitos positivos da castragdo em alguns tipos de
injuria (Yang et al., 2002). Ao avaliar os efeitos dos hormdnios esterdides
na neurotoxicidade induzida pelo glutamato, Yang e colaboradores (2001)
mostraram que este tipo de toxicidade foi significantemente aumentada
pela exposicdo a testosterona. No mesmo experimento, a exposicdo ao
horménio 17p-estradiol teve efeito contrario, diminuindo a toxicidade e
aumentando a viabilidade celular.

Segundo dados da literatura, os estrogenos podem atenuar a
peroxidagao lipidica em varios modelos de toxicidade (Keller et al., 1997;
Vedder et al.,, 1999). De acordo com estes dados, nossas analises
bioquimicas mostraram que os niveis de TBARS foram mais altos nos
machos expostos ao MeHg quando comparados com as fémeas, indicando
uma maior susceptibilidade dos camundongos deste sexo aos efeitos do
MeHg na lipoperoxidagcdo das membranas cerebelares. Estes efeitos foram
prevenidos pela castracdao e pelo tratamento com o horménio 17p-
estradiol, sugerindo que a diminuicdo dos niveis de testosterona e o

tratamento com estrégenos também podem ter agdo benéfica por proteger
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as membranas celulares do cerebelo da lipoperoxidagdo induzida por este
composto.

Alguns autores também sugerem que a capacidade protetora dos
estrogenos pode ser aumentada pela presenga de GSH no meio (Green et
al., 1997), podendo haver uma interagdo sinérgica entre os estrégenos e a
GSH ou outros antioxidantes enddégenos. Apesar de nao possuirmos dados
suficientes para comprovar que a auséncia de alteragbes dos niveis
cerebelares de NPSH entre machos e fémeas - e também entre os animais
castrados e os tratados com o horménio 17p-estradiol - seja um
mecanismo compensatério do SNC contra o dano oxidativo, podemos
sugerir que os efeitos neuroprotetores dos estrégenos na toxicidade
induzida pelo MeHg podem estar relacionados, ao menos em parte, a
ativacao do sistema antioxidante da glutationa.

Os resultados da avaliagdo da atividade enzimatica da GPx e da GR
indicam que o tratamento com o horménio 17p-estradiol modulou a
atividade destas enzimas durante a exposi¢cdo ao MeHg em camundongos
machos. O horménio 17B-estradiol € um composto fendlico que apresenta
similaridades com antioxidantes lipofilicos. Esta estrutura Ilipofilica,
juntamente com grupamento fendlico, capacita este esterdéide a detoxificar
moléculas reativas de oxigénio (Behl, 1996). Isto sugere que os hormodnios
sexuais femininos (particularmente, o 17p-estradiol) estdo envolvidos na
protecdo do SNC contra os danos causados pela exposi¢cdo ao MeHg.

Ao analisarmos os efeitos da castragdo na atividade GPx e GR
cerebelares, observamos que este procedimento pode prevenir a alteragao
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 xenobidtico.

Os mecanismos pelos quais os estrogenos exercem neuroprotegao
ainda nao estdo completamente esclarecidos (Garcia-Segura, et al., 2001).
Porém, varios mecanismos parecem estar envolvidos nos efeitos
neuroprotetores destes horménios. No caso da neurotoxicidade induzida
pelo MeHg, os mecanismos envolvidos nestes efeitos parecem estar
relacionados a diminuicdo do estresse oxidativo e ao aumento das defesas
antioxidantes (Behl et al.,1996; Keller et al, 1997).
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O complexo formado pelos horménios estrogenos e seus receptores
associa-se a EREs (elementos responsivos aos estrogenos) e promove a
ativagcao de genes anti- apoptoéticos, aumentando a expressao da proteina
anti-apoptética bcl-2 (Garcia-Segura et al., 1998). Este parece ser um dos
mecanismos envolvidos na neuroprotegdo induzida por estréogenos.
Sabendo-se que expressdo da proteina 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 estrégenos na toxicidade
induzida pelo MeHg. Neste contexto, sabe-se que o aumento da
fosforilacdo da CREB esta relacionado ao aumento da sobrevivéncia
neuronal e a diminuicdo da apoptose (Hanson et al, 1998; Campard et al.,
1999). Como a CREB também pode se fosforilada pela via MAPK, podemos
sugerir que a acao neuroprotetora dos estrogenos neste tipo de toxicidade
também pode estar relacionada a esta via. Entretanto, estudos adicionais
devem ser realizados para comprovar esta hipétese.

A hiperativagcao dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
induzida pelo MeHg pode provocar a morte celular (Aschner et al., 2007).
Estudos tém evidenciado que a GSH pode interagir com o sistema
glutamatérgico, modulando o sitio redox deste tipo de receptores (Oja,
2000). Janaki e colaboradores (2000) evidenciaram que a liberagdo dos
aminoacidos constituintes da GSH pode estar envolvida na
neurotransmissdo glutamatérgica, exercendo fung¢des como modulacéao
redox contra os efeitos da neurotoxicidade induzida pelo glutamato e
protecdo contra morte neuronal induzida pelo influxo de calcio (Guo et al.,
1992; Bains Shaw, 1997). Neste contexto, os estrégenos podem agir como
neuroprotetores indiretamente, aumentando a sintese de GSH. Os
estrogenos também podem agir como antagonistas do receptor NMDA,
sendo que esta acado pode alterar os canais de calcio, evitando o acumulo
intracelular deste ion prevenindo a morte celular (Weaver et al., 1996).
Isto indica que este mecanismo também pode estar ligado a neuroprotecao
mediada pelos estrogenos nos efeitos neurotéxicos do MeHg.

Devido ao fato de existirem varios mecanismos envolvidos nos efeitos
neuroprotetores dos estrégenos, tais como o aumento da expressédo de

proteinas anti-apoptoticas, a modulagcdo da excitotoxicidade induzida por
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aminoacidos excitatorios, alguns efeitos antioxidantes, entre outros, nao
podemos afirmar com exatiddo quais sao todos o0s mecanismos
responsaveis pela protegao contra os efeitos neurotéxicos do MeHg em
nosso modelo experimental. Entretanto, nossos resultados permitem
afirmar que a neuroprotegado induzida pela administragdo do horménio 17p-
estradiol em camundongos machos ou a sua castragdo impede a
ocorréncia de certas injurias oxidativas e comportamentais decorrentes da
exposigcdo ao MeHg. Sabendo que tal impedimento foi correlacionado com
a protegdo em nivel comportamental, sugere-se que a protegao contra o
dano oxidativo cerebelar foi responsavel pela manutengdo (mesmo que
parcialmente) da integridade do desempenho motor dos animais. Esta
hipétese ¢é reforgada pelo fato das fémeas terem apresentado menor
susceptibilidade tanto em nivel bioquimico quanto comportamental. Ainda,
salienta-se que estes mecanismos nao parecem agir de forma isolada, mas
sim de maneira interligada, sugerindo que ndo um Unico mecanismo, mas
uma cascata de reagdes pode estar relacionada a agédo neuroprotetora dos

estrogenos na neurotoxicidade induzida pelo MeHg.
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7. CONCLUSOES FINAIS

Nossos resultados evidenciam que a exposicdo ao metilmercurio pode
promover alteragdes nos parametros bioquimicos e comportamentais em
camundongos swiss. A exposicao a este metal promoveu as seguintes

alteragdes comportamentais:

e Diminuicdo da atividade locomotora espontanea em animais machos
e fémeas

e Diminuigdo da coordenagdo motora em animais machos;

Como estas alteragcdes mostraram-se mais acentuadas nos machos que
nas fémeas podemos concluir que nesta espécie o sexo masculino
apresenta uma maior vulnerabilidade aos efeitos neurotéxicos do MeHg na
locomogdo e coordenagdo motora. A prevencdo destes efeitos foi
observada em animais castrados e tratados com o horménio 17 B estradiol,
portanto podemos concluir que a diminuicdo dos niveis do horménio
testosterona ou a presengca de hormbnios sexuais femininos
(particularmente o 17p-estradiol) pode exercer efeitos protetores no dano

motor induzido pelo MeHg.

De acordo com nossas analises bioquimicas podemos concluir que a
exposicdo ao MeHg esta relacionada & danos oxidativos como
lipoperoxidagcdo de membranas celulares e diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes. Também podemos concluir que os efeitos do MeHg
no SNC sdo sexo-dependentes e podem ser mediados pelos horménios

sexuais. Estes dados também sugerem que:

e O dano oxidativo pode promover ativacdo do sistema antioxidante da
glutationa, aumentando a atividade das enzimas antioxidantes (ex:
GR) como um mecanismo compensatério para manutencdo da

homeostase do status tiolico no SNC;
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As fémeas apresentam uma maior resisténcia ao dano oxidativo
quando comparadas aos machos.

A deplecdo da testosterona e os hormbnios sexuais femininos
apresentam acéao protetora na neurotoxicidade induzida pelo MeHg.
Na neurotoxicidade induzida pelo MeHg, o0s mecanismos
neuroprotetores dos estrégenos parecem estar relacionados a
diminuicdo do estresse oxidativo e no aumento das defesas

antioxidantes.
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