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Os dejetos de mercurio utilizados industrialmente atingem a natureza e, por
este motivo, isto se tornou um problema de Saude Publica. O mercurio pode agir
como iniciador de lipoperoxidagdo (LPO) e promover formagao de radicais livres.
Estudos prévios demonstraram que o HgCl, de forma aguda, diminui a atividade
mecanica do coragdo e afeta a frequéncia cardiaca. Foi objetivo deste estudo
reproduzir um modelo de intoxicagdo crénica por cloreto de mercurio através da
administragcdo subcutdnea deste metal por 30 dias e verificar se muda a
concentracdo sanguinea deste metal nos ratos tratados. Buscou-se também
observar se o cloreto de mercurio produz modificacbes temporais sistémicas no
estresse oxidativo e alteragdes na lipoperoxidacdo, na capacidade antioxidante
total e na atividade das enzimas antioxidantes em homogeneizado cardiaco,
hepatico e renal entre os grupos, apés 30 dias de intoxicagao. Para isto, foram
utilizados 20 ratos machos Wistar com peso aproximado de 250g, divididos em
dois grupos: grupo Controle (C), que foram injetados subcutaneamente sem
introdugdo de substéncias e grupo HgCl, (H), os quais receberam injecéo
subcuténea deste composto na concentragdo de 5mg/Kg de peso, diluidos em
soro fisioldgico. Ambos foram injetados durante 30 dias consecutivos, sempre a
mesma hora. Foi coletado sangue do plexo retrorbital dos animais na 1°, 2° e 4°
semana de tratamento para medida do estresse oxidativo. Apds o término do
tratamento, o sangue total de cada rato foi retirado e, entdo, estes animais foram
sacrificados e seus coragdes, figados e rins foram retirados e homogeneizados.
Os eritrocitos lavados e os sobrenadantes teciduais foram utilizados para medidas
de lipoperoxidagéo, através de quimiluminescéncia e para medida das atividades
enzimaticas da Catalase (CAT), Superdxido Dismutase (SOD), Glutationa-S-
Transferase (GST) e Glutationa Peroxidase (GPx). A capacidade antioxidante total
(TRAP) foi medida em plasma e sobrenadante tecidual. Como resultados,
observamos que os ratos tratados diminuiram de peso significativamente
(diferenca de peso de quase 50% entre os grupos). A concentragcédo sanguinea de
mercurio no grupo tratado estava aumentada significativamente. Comparando-se



0S grupos experimentais, observou-se, em relagdo ao estresse oxidativo temporal
sanguineo, que na 2° semana de tratamento as enzimas antioxidantes GST e GPx
aumentaram suas atividades (14% e 28%, respectivamente), em relagdo ao grupo
controle. A SOD mostrou-se diminuida na 1° e 2° e aumentou na 4° semana,
significativamente (25%, 50% e 43%, respectivamente). A atividade da CAT néo
variou no sangue. O TRAP esteve diminuido pela metade na 1° semana de
estudo. Quando se comparou o comportamento de cada grupo com ele mesmo
como referéncia ao longo do tempo de estudo, notou-se que o grupo controle
apresentou um aumento progressivo na atividade da GST, com o passar das
semanas. Em relagdo a GST, o grupo controle apresenta uma queda de atividade
na 2° semana, tendo esta atividade aumentada na 1° e 4° semana. A enzima SOD
e o TRAP mantiveram-se aproximadamente constantes no decorrer dos trinta dias
de experimento, no grupo controle. A atividade da CAT mostrou-se diminuida na
1° semana, em relacdo as demais, no grupo controle. Ja o grupo tratado, quando
comparado a si mesmo durante o tempo de intoxicacdo, apresentou-se com a
atividade da enzima GST diminuida na 1° semana, aumentando na 2° e, a partir
dai, constante. A atividade da GPx e da SOD mostrou o mesmo perfil neste grupo,
estando aumentada na 1° semana, diminuida na 2° e aumentada novamente na
4°semana de tratamento. A CAT aumentou progressivamente no grupo tratado no
decorrer do tempo de intoxicacdo, o mesmo ocorrendo com o TRAP. Em relagao
aos tecidos, no coragao a atividade da CAT encontrou-se diminuida e houve
aumento significativo de LPO ao final do estudo. O TRAP apresentou-se
aumentado em 225%. No rim, a CAT diminuiu significativamente no grupo que
recebeu HgCl, e a GST encontrou-se muito aumentada, quando comparada ao
grupo controle. O TRAP aumentou 100%. No figado, a lipoperoxidagdo aumentou
44% e as enzimas antioxidantes estudadas tiveram suas atividades diminuidas
significativamente, com excecédo da GST. O TRAP mostrou-se diminuido 55%. Os
resultados encontrados sugerem que a administracdo de HgCl, por injecao
subcutédnea, de forma crbénica, aumentou o estresse oxidativo sistémico
principalmente na fase aguda, causando uma piora do estado de saude geral dos
animais. Da mesma forma, o estresse oxidativo cardiaco e hepatico mostrou-se
aumentado, no periodo de intoxicagado crénica determinando adaptagdes seletivas
no sistema antioxidante.



1. INTRODUGAO

1.1 - ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO

A sobrevivéncia de organismos aerébios num meio ambiente rico em
oxigénio envolve um complicado equilibrio entre a formacéao bioldgica de espécies
quimicas reativas, chamadas radicais livres, e a habilidade do organismo em
controlar estas substancias (DEL MAESTRO, 1980).

O oxigénio é um agente oxidante e, como tal, recebe elétrons de moléculas
que se oxidam em sua presenca, ficando com elétrons desemparelhados em seu
orbital anti-ligante, assim podendo transformar-se em radical livre ou espécie
intermediaria que leve a formacgao deste ultimo, ditas espécies ativas de oxigénio
(EAO) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Mais de 95% do oxigénio consumido pelo corpo humano sofre a acédo da
citocromo oxidase mitocondrial, que adiciona quatro elétrons, de uma so6 vez, em
cada molécula de oxigénio para gerar duas moléculas de agua
(HALLIWELL,1992). Porém, devido a sua configuragédo eletrénica, o oxigénio tem
uma forte tendéncia a receber um elétron de cada vez (Figura 1), formando
compostos intermediarios altamente reativos, como o anion radical superdxido
(0O2%), o peroxido de hidrogénio (H20) e o radical hidroxil (OH®), sendo que alguns
destes compostos sao formados em, aproximadamente, 5% do processo de
transformacao celular do oxigénio até a agua. Algumas das EAO sao fortemente
oxidantes e apresentam pelo menos um elétron desemparelhado, geralmente, no

orbital mais externo, sendo denominados de radicais livres (MENEGHINI, 1987).



O, estado fundamental (T)-(1) +e —

O," radical superéxido (T)-(T) +e +2H" —

H.0 (perdxido de hidrogénio) (TV)-( ™) +e+H" —
*OH radical hidroxila +e +H" —  2H,0

Figura 1: Redugcdo monoeletrénica do oxigénio formando EAO. Entre paréntesis a

configuracéo eletrénica do orbital externo de cada espécie.

Os principais sistemas enzimaticos que catalisam a redug¢ao univalente do
oxigénio s&o as cicloxigenases, lipoxigenases, xantina oxidase, aldeido oxigenase,
flavina desidrogenase e peroxidases. A redugédo univalente do oxigénio também
ocorre em reagbes ndo enzimaticas e em reagdes de autoxidagdo como as que
ocorrem com catecolaminas, flavinas e ferridoxinas, além de reagdes catalisadas
por ferro, cobre e radiagdes ionizantes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Ha
também a formacdo de EAO em processos inflamatérios e quando ocorre
isquemia-reperfusdo, ativacdo de neutrofilos, hiperdxia, exposicdo a radiacéo,
entre outros (Mc CORD, 1987; HARRIS, 1992).

Sao espécies ativas de oxigénio o anion superéxido, o perédxido de
hidrogénio e o radical hidroxil, além de formas de oxigénio com o spin alterado,
como o oxigénio “singlet”. Os oxigénios “singlets” podem estar sob a forma A ou X
e por ndo possuirem restricdo de spin, sdo mais reativos que o oxigénio molecular
no estado fundamental (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Cada EAO tem suas proprias caracteristicas, com diferentes reatividades e
tempos de meia-vida (DEL MAESTRO, 1980; YU, 1994).

O peroxido de hidrogénio ndo € um radical livre por ndo possuir elétrons
desemparelhados, ao contrario do anion superéxido e do radical hidroxil. E uma
espécie que nado causa danos por si mesmo mas, sim, por produzir o radical
hidroxil, pela Reacdo de Fenton (Figura 2). O peroxido de hidrogénio pode ser

produzido indiretamente pela reducdo univalente do oxigénio, seguida pela



dismutacao do anion radical superdxido ou diretamente pela redugao divalente do
oxigénio molecular (DEL MAESTRO, 1980).

A mais reativa das espécies é o radical hidroxil, que se forma através de
reagdes entre o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio em presencga de ions
divalentes de metais de transicdo - Reacdo de Haber-Weiss (Figura 3), descrita
em 1934 ou de reagbes que necessitam da presencga de ions metais de transi¢cao
como o ferro e o cobre. O radical hidroxil € extremamente toxico, apesar de seu
tempo de meia-vida ser muito curto (DEL MAESTRO, 1980).

H,0, +Fe” /Cu* ——> Fe™ /Cu™ + OH"* + OH"~
Figura 2: Reagao de Fenton (1894).
H,0, +0; —/% S OH" +OH"
Figura 3: Reacao de Haber-Weiss (1934).

Assim que o radical hidroxil € formado, reage instantaneamente com
qualquer biomolécula em suas imediagées que, se for uma molécula pequena e
Nao possuir carga, atravessara membranas e causara dano ao DNA.

O anion superoxido possui um tempo de meia-vida mais longo que o radical
hidroxil sendo, por este motivo, mais estavel quimicamente e também podendo
reagir com biomoléculas (HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999).

1.1.1 — EFEITOS DAS EAO EM SISTEMAS BIOLOGICOS

1.1.1.1 - Reatividade

A reatividade dos radicais livres ocorre pela forte tendéncia dos elétrons
desemparelhados interagirem com outros elétrons para se tornarem estaveis (DEL
MAESTRO, 1980). Por este motivo, os radicais livres podem levar ao dano

oxidativo. As espécies ativas de oxigénio sdo implicadas como importantes



mediadores patogénicos em muitas desordens clinicas, por serem toxicas. Sao
capazes de produzir danos reversiveis ou ndo em componentes de todas as
classes bioquimicas, incluindo acidos nucléicos, proteinas, aminoacidos livres,
lipideos, lipoproteinas e carboidratos. Ainda, possuem um impacto nas atividades
celulares, como na permeabilidade das membranas, metabolismo e expressao de
genes (CROSS,1987). A sua acao também esta associada a processos
degenerativos como a catarata, o enfisema, a artrite, a doenga de Parkinson, a
porfiria aguda intermitente, a lesdo isquémica, o diabetes aloxanico (MENEGHINI,
1987) ou condi¢cdes clinicas como inflamagdo, glomerulonefrite, doencgas
autoimunes, sobrecarga de ferro, deficiéncia de vitamina E, deficiéncia de Selénio,
efeitos toxicos do cigarro, malaria, aterosclerose, artrite reumatoide, deméncia
senil, trauma cerebral, sobrecarga de aluminio, toxicidade da doxorrubicina, de
metais pesados, do alcool, da primaquina, da bleomicina, do tetracloreto de

carbono, envelhecimento cutaneo, mutagdes, cancer, etc. (CROSS,1987).

1.1.1.2 - Lipoperoxidagao

Sabe-se que as EAO atacam os lipidios de membrana num processo
chamado lipoperoxidagao (LPO), um processo fisioldgico continuo que ocorre nas
membranas celulares. Por serem formadas em grande parte por lipidios
insaturados e proteinas, as membranas sao particularmente vulneraveis ao ataque
oxidativo, podendo haver modificagcdo das propriedades da membrana, da
permeabilidade e capacidade de transporte e liberagdo de enzimas que degradam
os lisossomos, destruindo células.

A LPO, no entanto, € um fator de renovacdo de membrana, além de ser um
passo essencial na biossintese de prostaglandinas e leucotrienos a partir do acido
araquiddnico e esta envolvida na formacéao de vesiculas de endocitose e exocitose
(MENEGHINI, 1987). As EAO podem também levar a destruicdo de proteinas,
através da oxidagcdo de grupamentos sulfidril, além de poderem oxidar o DNA
(HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999).

As reacgdes em que os radicais livres e a lipoperoxidagao estao envolvidos

sao reacdes em cadeia - um radical livre reage com um composto n&o radical,



formando outro radical livre e assim sucessivamente - e sdo divididas em trés
partes: iniciagado, propagacao e terminagcao (HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999).

A iniciagdo é a reacdo na qual sdo formados os radicais livres. Um
composto organico normal, chamado de iniciador, € de alguma forma convertido
em uma particula ativa. Para esta reagcdo é necessaria uma certa quantidade de
energia, que pode ser fornecida por fotdlise, radiagbes, calor, quebra homolitica ou
durante reagdes de oxidacdo e reducdo. Também os metais podem promover a
formagao destes radicais. No caso de um acido graxo poliinsaturado, um atomo de
hidrogénio vizinho aos carbonos de dupla ligagao, € mais instavel que os demais
e, portanto, susceptivel de sofrer mais facilmente a oxidagdo (VALFRE, 1983).
Nesta fase, provavelmente o radical hidroxil ou o oxigénio “singlet”, que s&o
espécies com spins antiparalelos, ataca uma molécula organica, atraindo um
atomo de hidrogénio do lipidio, formando um radical centrado no carbono, o qual,
tende a se estabilizar por um rearranjo molecular, transformando-se em um dieno
conjugado. Este, ao se combinar com o oxigénio, produz um radical peroxil, que
reage com uma nova molécula de lipidio, gerando o lipoperéxido e um novo
radical centrado no carbono - esta € a reacao de propagacédo. A reagdo em cadeia
continua até que a fase final ocorre quando dois radicais reagem entre si formando
um tetréxido que é instavel e pode ser decomposto — reagao de terminagao
(Figura 4). O lipoperoxido pode produzir malondialdeido e outros aldeidos por
reacdes catalisadas por metais (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; THOMAS,
1997; DEL MAESTRO, 1980).

O tetroxido pode ser decomposto dando origem ao oxigénio “singlet” e
carbonilas excitadas (RUSSEL, 1957). Estas espécies excitadas retornam ao seu
estado fundamental emitindo quantas de luz visivel. Este processo € conhecido
como quimiluminescéncia e constitui-se em um importante método de
quantificacdo da LPO.

Os efeitos da lipoperoxidacdo podem ser observados pela mudanca nao
somente no ambiente lipidico das membranas bioldgicas (modificagdes na fluidez
e na seletividade), mas também pelas altera¢des de suas proteinas (receptores e
canais ionicos) (YU, 1994).



As proteinas também sofrem reagdes oxidativas iniciadas pelas EAO, que
levam a alteracdes nas suas estruturas e nos seus estados conformacionais. (YU,
1994). Também pode haver ataque ao DNA nuclear pelo radical hidroxil,
identificado pela presenca de bases oxidadas de DNA como a 8-
hidroxideoxiguanosina, assim como ao DNA mitocondrial, uma vez que a
mitocdndria € a grande fonte de EAO (YU, 1994).
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Figura 4: Representacdo esquematica da reagcdo da LPO (modificado de
HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999).



1.2 — ANTIOXIDANTES: DEFESA BIOLOGICA CONTRA AS EAO

1.2.1 — DEFESAS ANTIOXIDANTES

Para neutralizar a agcdo dos radicais livres em sistemas bioldgicos, os
organismos vivos desenvolveram recursos extremamente eficientes de defesa e
protecdo. Tais mecanismos incluem a agcao enzimatica e a ndo-enzimatica, que
atuam concomitantemente e desempenham um importante papel na protecao
celular.

Incontaveis substancias agem como antioxidantes naturais: sementes
oleosas, graos, legumes, frutas, folnas e cera de folhas, cascas e raizes,
especiarias, ervas e drogas em estado bruto (OSAWA, 1995). Dentre efetivos
inibidores fisioldgicos da lipoperoxidagdo podemos citar as vitaminas A e E, a
glutationa e o acido urico. Além disto, temos como inibidores da LPO compostos
utilizados como aditivos alimentares ou em cosméticos, tendo, por exemplo, o
hidroxi-butil-tolueno e o hidroxi-butil-anisol (ARUOMA et al, 1990).

Os antioxidantes minimizam os disturbios no meio interno e preservam a
6tima atividade celular além de estarem estrategicamente compartimentalizados
nas organelas celulares para gerarem protegao maxima (YU, 1994).

Quando uma substancia neutraliza a acao dos radicais livres na fase de
iniciacdo ou na de propagacao da LPO, formando produtos menos toxicos, esta
substancia é chamada de “scavenger”’. Se a substancia absorver a energia de
excitacao dos radicais, neutralizando-os, sera chamada de “quencher” (SIES &
MURPHY, 1991; HALLIWELL, 1997).

1.2.1.1 — Defesas Antioxidantes Enzimaticas
Os organismos também dispdem de sistemas enzimaticos especificos que
oferecem a primeira linha de defesa frente a producdo de EAO. Estas enzimas

evitam o acumulo de anion superéxido e de perdxido de hidrogénio para que nao



haja producgao do radical hidroxil, contra o qual ndo existe sistema enzimatico de
defesa.

A regulagdo das enzimas antioxidantes, necessaria para manutengédo da
homeostase celular em condi¢bes adversas ao organismo, depende de varios
fatores, como especificidade do 6rgao, idade, estagio de desenvolvimento, perfil
hormonal e disponibilidade de cofatores (HARRIS, 1992).

Dentre as enzimas responsaveis pela detoxificagdo das espécies ativas de
oxigénio salientam-se trés: a Superoxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a
Glutationa Peroxidase (GPx) (SIES,1997).

As Superoxido Dismutases (SODs e SOD;) sdao metaloenzimas que
catalisam muito eficientemente a dismutacdo de dois radicais superdxido para
formar o perdxido de hidrogénio — que € menos reativo e pode ser degradado por
outras enzimas — e oxigénio (Figura 5) (DEL MAESTRO, 1980). Esta reacao pode
ocorrer espontaneamente em pH fisiolégico, porém, com presenga da SOD, a
velocidade desta reagao é 10* vezes maior (FRIDOVICH, 1975; YU, 1994,
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Esta enzima esta amplamente distribuida,
com uma variedade de formas, as que contém cobre e zinco em seu sitio de
ativacdo sado encontradas no citoplasma das células eucariéticas (SOD+), as que
contém manganés que se encontram na mitocondria (SOD.), mais precisamente
na matriz mitocondrial e ha ainda um ferro-enzima que foi identificada em
bactérias (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; CHANCE et al., 1979).

2H* +20," —% 0, +H,0,
Figura 5: Dismutagao do radical superoxido pela SOD.
A Catalase é a enzima que catalisa a transformacao de duas moléculas de
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Figura 6) (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1999), sendo altamente especifica por atuar apenas em
hidroperdxidos de hidrogénio, de etila e de metila (CHANCE et al., 1979).



2H,0, —* 5,0, +H,0

Figura 6: Decomposigao do perdxido de hidrogénio pela Catalase.

Em animais, a Catalase esta distribuida por todo o organismo e
especialmente concentrada no figado e eritrocitos, estando presente
principalmente nos peroxissomas. Orgdos que possuem poucos ou nenhum
peroxissoma estdo mais expostos a danos oxidativos, como é o caso do coragao,
pulméo e cérebro. Nestes, a defesa se da por um mecanismo que pode ser a
difusdo do perdxido de hidrogénio (H2.O,) para o sangue, onde reage com a
Catalase eritrocitaria (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). A localizagdo da
Catalase nos peroxissomas e sua relativa ineficacia a baixas concentragdes de
H>O, intracelular sugerem que existam outros mecanismos que neutralizem o
peréxido de hidrogénio produzido.

A Glutationa Peroxidase reage com uma grande variedade de doadores de
elétrons, como o H,0; e hidroperéxidos organicos (YU, 1994). Para a redugao dos
peréxidos, esta enzima utiliza o grupamento sulfidril da glutationa reduzida, que
pode ser regenerada pela interagdo da forma oxidada com NADPH através da
enzima Glutationa Redutase (GR). Os grupamentos sulfidrii doam dois
hidrogénios, formando uma ligagao dissulfeto, que pode transformar a molécula de
peréxido em um alcool ou, no caso do H,O, em agua (Figura 7) (DEL MAESTRO,
1980).

R - OOH +2GSH —= R -~ OH +GSSG +H,0

GSSG + 2NADPH —2 3 2GSH + 2NADP*

Figura 7: Redug&o de hidroperoxidos pela Glutationa Peroxidase e regeneragao

da glutationa reduzida pela Glutationa Redutase.

A Glutationa Peroxidase tem alta atividade no figado e eritrécitos, porém
sua acao € moderada no corag&o, nos pulmdes e baixa no musculo (MILLS,

1960). Ha trés tipos de Glutationa Peroxidase que utilizam o selénio como cofator



(sendo, portanto, dependentes de selénio): uma que é soluvel no meio intracelular,
uma que € soluvel no plasma e uma que esta presente em membranas celulares e
que tem preferéncia em metabolizar o perdxido de hidrogénio (FLOHE &
GUNZLER, 1989; ROTRUCK et. al., 1973; URSINI & BINDOLI, 1987).

Ainda, existe outro tipo de Glutationa Peroxidase, selénio independente,
encontrada apenas no citosol, que metaboliza exclusivamente hidroperoxidos
organicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Outra classe de enzimas que também tem um importante papel fisiolégico
na detoxificagdo pertence as enzimas chamadas Glutationa-S-Transferases
(GSTs). Estas enzimas agem na detoxificacdo de potentes agentes alquilantes,
incluindo compostos farmacologicamente ativos como herbicidas, pesticidas e
xenobidticos. As GSTs catalisam a reagdo destes compostos com o grupamento
SH da glutationa, neutralizando assim seus sitios eletrofilicos e transformando-os
em produtos mais hidrossoluveis, que sdo de mais facil excregao (Figura 8)
(HABIG, 1974).

Cl

SG
NO, NO,
GST
+ GSH — + HCl
02 02

Figura 8: Exemplo de reagc&o de detoxificagdo do clorodinitrobenzeno através da

acao da Glutationa-S-Transferase (GST).

A distribuicdo das enzimas antioxidantes esta intimamente relacionada com
as fontes de espécies ativas de oxigénio. Sem estas enzimas, e sem as defesas
nao-enzimaticas, o equilibrio celular seria alterado e seria facilitado o surgimento

de disfun¢des que poderiam levar a processos patolégicos (HARRIS, 1992).



1.2.1.2 - Defesas Antioxidantes Nao-Enzimaticas

As defesas nao-enzimaticas incluem antioxidantes como os tocoferodis
(vitamina E), os carotenoides, os bioflavonodides, a vitamina A, o acido ascorbico, o
acido urico, a glutationa, a melatonina, indois, catecois (SIES & MURPHY, 1991;
SIES, 1997) e os estrogénios (NIKI & NAKANO, 1990). Os mecanismos de agao
dos antioxidantes sao diversos, e podem incluir remogao do oxigénio presente no
meio, varredura das EAO ou seus precursores € ainda a inibicdo da formagao das
EAO, envolvendo muitas vezes integragdo funcional de varios destes
componentes (HALLIWELL, 1997). Também ha a protegao por sistemas especiais
de defesa do organismo, como o mecanismo de sequestro (quelagdo) de ions
metalicos, através de proteinas transportadoras, como a ferritina e transferrina; o
sistema de reparo do DNA e a degradacao de proteinas lesadas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

1.3- MERCURIO

O mercurio, durante séculos, foi ingrediente de muitos diuréticos,
antibacterianos, anti-sépticos, pomadas para pele e laxantes. Medidas mais
especificas, eficazes e seguras tém substituido os mercuriais nas ultimas
décadas. Atualmente, o mercurio tem um numero importante de usos industriais,
como em cloralcali (descorantes), equipamentos elétricos, tintas, fabricacdo de
plasticos e papel, ldmpadas incandescentes, fungicidas, inseticidas, pigmentos,
termdmetros, uso dental e laboratorial. Durante muito tempo, surtos de epidemia
por envenenamento por mercuriais ficaram sem diagnostico em populagdes
humanas de muitos paises, devido ao inicio insidioso da doenca, a
inespecificidade dos primeiros sinais clinicos e a falta de familiarizacdo dos
médicos com a afecgdo (KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996). Em
pesquisas feitas com estudantes e profissionais de Odontologia em uma
universidade da Turquia, encontrou-se nivel aumentado de mercurio no plasma e
eritrocitos destes individuos (TEZEL et al, 2001). As industrias modernas

produzem um elevado numero de produtos quimicos e subprodutos que podem



contaminar a natureza. Hoje em dia, a atencdo esta voltada para a poluigdo
provocada por metais pesados, como 0 mercurio, o0 cadmio e o cobre. Todos estes
metais s&o despejados no meio ambiente em baixas concentragbes, exceto
quando ha acidentes ou desastres que envolvam estes produtos (Organizagao
Mundial da Saude, 2002).

Apesar de o mercurio ser largamente usado na industria em muitas
aplicagdes, ja sdo comprovados muitos efeitos toxicos que ele pode provocar em
animais e nos seres humanos, particularmente em gestantes, donas de casa e
criancas (Organizagdo Mundial da Saude, 2002), uma vez que muitos acidentes
como manipulagado e ingestdo de produtos contendo metais pesados ocorrem
dentro de casa envolvendo, principalmente, criancas de até 9 anos de idade
(SINITOX, 2002).

O envenenamento por exposi¢cao ocupacional e a poluigdo ambiental por
dejetos de mercuriais langados sem tratamento, sdo motivo de preocupagao da
Saude Publica, pois o mercurio atinge os niveis mais baixos da nossa cadeia
alimentar, provocando danos nas plantas, nos animais e no ser humano. Sabe-se
que no meio ambiente, os peixes podem reter quantidades de mercurio organico e
inorganico no organismo (MAC DOUGAL et al., 1996). Seu emprego na extragao
do ouro nos garimpos tem sido responsavel ndo apenas por intoxicagdes humanas
como também por sérios problemas ambientais.

O Sistema Nacional de Informagbdes Toxico-Farmacologicas - SINITOX -
tem como principal atribuigdo coordenar o processo de coleta, compilagao, analise
e divulgagado dos casos de intoxicacdo e envenenamento registrados por uma
Rede composta de 31 Centros de Controle de Intoxicagdes, localizados em 17
estados brasileiros. A estatistica calculada, referente ao ano de 2000, consolida
72.786 casos de intoxicagdo humana e 377 Obitos registrados por 30 dos 31
Centros que compdem a Rede SINITOX. Com esta publicagdo, e a revisdo da
Estatistica de 1999, que apresentou 70.613 casos e 423 oObitos, a base do
SINITOX contempla, para o periodo de 1985 a 2000, 740.848 casos e 4.890

6bitos.



Em 2000, foram registrados 72.786 casos de intoxicagdo humana no pais.
A Regiao Sudeste, com maior numero de Centros, registrou mais da metade dos
casos de intoxicagdo (50,7%), seguida pelas Regides Sul (25,8%), Nordeste
(15,7%), Centro-Oeste (6,6%) e Norte (1,3%).

O Centro de Informagdes Toxicolégicas do Rio Grande do Sul, como vem
ocorrendo ao longo dos anos, apresentou a maior participagao percentual, 16,4%
do total de casos registrados no pais, seguido pelo Centro de Informagdes
Toxicoldgicas de S&do Paulo com 12,3%. Quanto as solicitagbes de informagéo,
foram registradas no pais 14.779, sendo a Regido Sudeste responsavel por 42,5%
desse total, seguida pela Regido Sul com 39% (SINITOX, 2002).

No ano 2000, foram registrados 377 6bitos, o que gerou uma letalidade de
0,52% para o pais como um todo. A Regido Nordeste registrou 0 maior numero de
obitos, 122 (32,4%) e a maior letalidade (1,07%). A menor letalidade foi registrada
pela Regido Sudeste (0,32%). As duas maiores letalidades para o pais como um
todo foram geradas pelos agrotéxicos de uso agricola (na composicao destes
temos o mercurio) e pelos raticidas, com valores de 2,75% e 1,60%,
respectivamente (SINITOX, 2002).

Deve ser levado em consideragdo que nem todos os casos de intoxicagao
sao registrados e que muitos deles ndo sao acompanhados e, por este motivo,
ndo refletem exatamente a realidade. E provavel que o nimero de intoxicacdes
seja maior do que temos informacgéo.

Como se pode observar a partir destas informagdes, ja existe uma
preocupacgao crescente em melhorar a qualidade de vida da populacéo brasileira
em relagdo as intoxicagbes, uma vez que elas estdo muito presentes no nosso
cotidiano. Através destes dados, nota-se a relevancia de estudos referentes a

intoxicagoes, realidade neste pais.

1.3.1 - FORMAS QUIMICAS E FONTES DE MERCURIO

Com relagédo a toxicidade do mercurio, tém-se trés principais formas

quimicas: vapor de mercurio (mercurio elementar), sais inorganicos de mercurio e



mercuriais organicos. Estas formas sdo encontradas no ar, em alimentos e peixes
contaminados, na agua potavel e em amalgamas dentarios, em maior ou menor
quantidade, e que podem ser retidas no nosso organismo diariamente
(KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996).

O mercurio elementar é a mais volatil das formas inorganicas do metal,
causando intoxicagdes por acidentes laboratoriais. Também € sabidamente
liberado de restauragbes dentarias que utilizam prata (KLAASSEN apud
GOODMAN & GILMAN, 1996).

Os sais inorganicos de mercurio existem em dois estados de oxidagao,
como sais mercurosos monovalentes (Hg'*) ou mercuricos bivalentes (Hg®*). O
cloreto mercuroso (HgCl), ou calomelano, o mais conhecido composto mercuroso,
foi usado em alguns cremes de pele como anti-séptico e foi empregado como
diurético e catartico. Ja os sais mercuricos s&o a forma mais téxica e irritante do
metal. O cloreto de mercurio (HgCl,), antes um anti-séptico amplamente usado,
também teve uso amplo para fins suicidas. Estes ultimos ainda sdo muito
requisitados na industria e a descarga industrial nos rios € grande, introduzindo
mercurio no ambiente em muitas partes do mundo. O mercurio inorganico tem uso
industrial, principalmente hoje em dia, na produgédo de cloralcali e na eletrbnica,
além de ser utilizado na producdo de plasticos, fungicidas e germicidas e na
formagdo de amalgamas na Odontologia (KLAASSEN apud GOODMAN &
GILMAN, 1996).

Por fim, os organomercuriais em uso atualmente contém mercurio com uma
ligacdo covalente a um atomo de carbono. Este € um grupo heterogéneo de
compostos e seus membros tém possibilidades variadas de produzir efeitos
téxicos. Os sais de alquilmercurio sdo os mais perigosos destes compostos, como,
por exemplo, o metilmercurio. Sdo amplamente empregados como fungicidas e
também jogados no meio ambiente como residuos industriais, provocando muitos
efeitos toxicos no ser humano, ja tendo causado inumeros acidentes nos quais
milhares de pessoas pereceram. A exemplo disto, temos o caso ocorrido no lraque
em 1972, em que graos contaminados de trigo e cevada foram plantados e a

farinha foi utilizada para o feitio de paes. Como resultado, 6.530 vitimas foram



hospitalizadas e 500 morreram (KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996).
Quando o mercurio que se encontra sob outra forma que ndo a organica e é
despejado pelas fabricas nos rios e nos mares, ocorre sua conversdo até
metilmercurio por acdo de bactérias do sedimento aquatico. Assim, peixes sao
atingidos e depois consumidos, alcangando, dessa maneira, diferentes niveis
troficos. Isto ocorreu ha alguns anos na Baia de Minimata, no Japao. Cerca de
20.000 pessoas foram atingidas desde 1956, quando o envenenamento ficou

conhecido (Organizacdo Mundial da Saude, 2002).

1.3.2 - QUIMICA DO MERCURIO E MECANISMO DE AGAO

O mercurio forma rapidamente ligagdes covalentes com grupos tidis e é
esta propriedade que contribui para a maioria dos efeitos biolégicos do metal
(KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996; GSTRAUNTHALER et al., 1983;
ZALUPS et al., 1993). Quando o enxofre esta sob a forma de grupos sulfidrila, o
mercurio bivalente substitui o atomo de hidrogénio para formar mercaptidas, X-
Hg- SR e Hg(SR),, onde X é um radical eletronegativo e R é uma proteina. Como
as proteinas, enzimas e membranas celulares possuem, muitas vezes,
grupamentos sulfidrila em sua formacao (STRYER, 1995), mesmo concentragdes
baixas de mercuriais sdo capazes de inativar estes grupos e, portanto, interferir no
metabolismo e no funcionamento da célula (KLAASSEN apud GOODMAN &
GILMAN, 1996). No plasma, o Hg**, proveniente do cloreto de mercurio, forma
complexos com ligantes que contém sulfidrilas, como a albumina e a glutationa
(YANAGISAWA, 1998). Além disso, o mercurio também se combina com outros
ligantes de importancia fisioldgica, como grupamentos fosforila, carboxila, amina e
amida (KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996), presentes em muitas
células (STRYER, 1995). As varias acoes terapéuticas e tdoxicas dos mercuriais
estdo associadas a substituintes quimicos que afetam a solubilidade, dissociagao,
afinidade relativa por varios receptores celulares, distribuicao e excrecao.

O dimercaprol e a penicilamina sdo agentes usados no tratamento de

envenenamento por mercurio, visto que o mercurio tem alta afinidade por tiois



(KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996). Em estudo recentemente
realizado, o rim de coelhos foi tratado in vitro com EDTA, &acido lipdico,
penicilamina e glutationa. Como resultado, obteve-se que a penicilamina confere
uma maior protegao renal, vindo em seguida em ordem decrescente de eficacia a
glutationa e, por fim, o EDTA e o acido lipéico (KEITH et al., 1997).

1.3.3 - BIOTRANSFORMAGAO DO MERCURIO

O mercurio inorganico tem uma distribuicdo acentuadamente nao uniforme
apos a absorgdo. O tecido com maior absorgdo de Hg®* é o renal, onde o metal é
retido por mais tempo que em outros tecidos, em mamiferos (KLAASSEN apud
GOODMAN & GILMAN, 1996). Em peixes de zona tropical e temperada, o figado
também é descrito como grande retentor do metal (GUIMARAES & PFEIFFER,
1996). As concentragdes de mercurio inorganico sao similares no sangue total e
no plasma, ndo atravessando a placenta ou barreira hematoencefalica facilmente
(YANG et al., 1996).

1.3.4 - TOXICIDADE DO MERCURIO

O cloreto de mercurio pode provocar grave toxicidade aguda. A precipitacéo
de proteinas das mucosas pelos sais de mercurio resulta em uma aparéncia
acinzentada da mucosa da boca, faringe e intestino, e também causa dor intensa,
que pode ser acompanhada de vomitos. Na auséncia de tratamento adequado,
podem ocorrer choque hipovolémico e morte (KLAASSEN apud GOODMAN &
GILMAN, 1996). A toxicidade sistémica pode comegar algumas horas apos a
exposi¢cao ao mercurio e durar varios dias. Um forte gosto metalico é seguido de
estomatite com irritacdo da gengiva e afrouxamento dos dentes (KLAASSEN apud
GOODMAN & GILMAN, 1996).

O efeito sistémico mais grave encontrado € a toxicidade renal. Esta bem
descrito que em ragas suscetiveis de camundongos, o tratamento cronico, com

subdoses de cloreto de mercurio, produz formagao de complexos auto-imunes que



modulam a glomerulonefrite (AL-BALAGHI et al., 1996). Além disso, o Hg®* reage
com grupamentos SH, como descrito anteriormente, depletando a glutationa nas
células tubulares renais (GSTRAUNTHALER et al, 1983) e nas células de
mamiferos em cultura (De FLORA et al., 1994). Esta acdo do mercurio causa
modificagdo na integridade das membranas celulares (processos peroxidativos) e
levam a disfuncao renal (GSTRAUNTHALER et al., 1983). O cloreto de mercurio
causa potente efeito nefrotdxico, pois 0 mercurio se complexa com a glutationa
para ser eliminado, mas o produto de degradagdo posteriormente formado se
acumula nas células epiteliais do tubulo proximal, causando citotoxicidade
(YANAGISAWA, 1998; ZALUPS et al., 1993). Se for feito um pré-tratamento com a
enzima antioxidante Superoxido Dismutase (SOD), antes que ocorra a intoxicagao
aguda, o rim encontrar-se-a protegido de altera¢des histolégicas (GIRARDI &
ELIAS, 1995), assim como quando usamos substancias que possuam
grupamentos sulfidrila, em quem o mercurio se liga preferencialmente (ZALUPS et
al., 1993).

A lipoperoxidacdo também estaria apontada como causadora de morte
celular induzida por mercurio, provocando nefrotoxicidade (GIRARDI & ELIAS,
1994). Vaérias evidéncias experimentais sugerem que a lipoperoxidagao esta
implicada na toxicidade de muitos xenobidticos, como o tetracloreto de carbono,
etanol e cloreto de mercurio (TAYLOR et al, 1973). Conforme Nath e
colaboradores, o cloreto de mercurio estimula produgao de H,O, no rim in vitro e in
vivo e que isto contribui ao aparecimento de disfuncao renal. Estes pesquisadores
também descobriram que, em resposta ao HgCl,, genes sensiveis ao estresse
oxidativo s&o expressos, incluindo a enzima heme oxigenase (NATH et al., 1996).
Estudos demonstram que o cloreto de mercurio aumenta a formacao de radicais
livres e de peroxidos e que aumentam a lipoperoxidagdao renal, provocando
insuficiéncia renal aguda (GSTRAUNTHALER et al., 1983).

Este metal possui efeitos tdéxicos bem documentados também no cérebro
(CLARKSON, 1990). Compostos mercuriais sdo neurotoxicos com grande
especificidade para células granulares cerebelares. Eles sdo capazes de interagir

com receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) por alquilagdo de



grupamentos SH de residuos de cisteina encontrados neste receptor, afetando a
neurotransmissdo (FONFRIA et al, 2001). Além disto, o mercurio inorganico
diminui a atividade da enzima Superoxido Dismutase significativamente no
cerebelo, enquanto a atividade da Glutationa Peroxidase foi afetada no cerebelo e
tronco cerebral, quando administrado por 7 dias. Assim, acredita-se que o
estresse oxidativo deve contribuir para o desenvolvimento de desordens
neurodegenerativas causadas pela intoxicagdo por mercurio (HUSSAIN et al,
1997). Hussain e seu grupo de pesquisa também avaliaram os efeitos deste sal na
atividade das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase, Glutationa Peroxidase
e Glutationa Redutase no figado, rins e cérebro de camundongo apds a
administracao de diferentes doses deste metal por 14 dias. Viu-se que a dose de
1mg/kg/dia aumentou significativamente a atividade das enzimas antioxidantes no
rim e no figado. Uma vez que o mercurio € sabidamente produtor de espécies
ativas de oxigénio, é facil pensar que as atividades destas enzimas aumentaram
para “varrer” os niveis de radicais livres produzidos como resultado do acumulo de
mercurio inorganico e isto demonstra a capacidade de adaptagéo dos organismos
(HUSSAIN et al., 1999).

Schurz et al. observaram mutagées em células do organismo que podem
ser consequéncia do processo oxidativo provocado por doses subtdxicas de
HgCl,, mas n&do devidas a agao direta do mercurio no DNA nuclear (SCHURZ et
al., 2000). Em outro estudo utilizando cultura de leucdocitos humanos tratados com
cloreto de mercurio, foi demonstrado que o Hg®**n&o tinha efeito no ciclo cinético
dessas células, mas aumentava a frequéncia de trocas de cromatides irmas, na
dose de 5.262uM, e que também induzia significativamente a anafase (mitoses
anormais) em cultura de sangue. Estes efeitos foram prevenidos pela adi¢do de
vitamina C a cultura tratada com cloreto de mercurio, indicando que este metal
tem atividade mutagénica e que a vitamina C tem efeito protetor na genotoxicidade
induzida por mercurio em cultura de células sanguineas humanas, provavelmente
devida a sua acao antioxidante e natureza nucleofilica (RAO, et al., 2001).

Em fémeas de ratos tratados agudamente com cloreto de mercurio ndo

foram encontradas modificagdes patoldgicas na placenta, ovario, figado e rim;



entretanto, encontrou-se inflamacgao nas células epiteliais do tubulo proximal renal.
Os fetos gerados por estas ratas tratadas nao tinham mal formagdes em 6rgaos e
0sso0s, talvez devido ao fato de o mercurio ndo ultrapassar a barreira placentaria.
Ratos machos tratados agudamente com o metal apresentaram diminuigdo do
numero de espermatozoides (YANG et al., 1996). Em tratamento crénico, o HgCl,
produz redugao da contagem de espermatozoides no esperma epididimal de ratos,
na sua mobilidade e, também, viabilidade. Se houver coadministragdo de vitamina
E, este antioxidante previne as alteracbes bioquimicas que ocorrem devido a
toxicidade reprodutiva que o mercurio provoca nos animais (RAO & SHARMA,
2001).

Quando ratos tém cloreto de mercurio administrado via oral (0,5uM/mL) por
5 dias consecutivos, a glutationa no plasma e no figado dos animais tratados
diminui e ha aumento da atividade das enzimas alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase no soro e figado, demonstrando que ha danos
causados neste tecido (EL-DEMERDASH, 2001). Em outra pesquisa, o cloreto de
mercurio foi dado a ratos, machos e fémeas, na alimentacédo (4mg/Kg/dia - técnica
de gavagem) por 14 dias consecutivos. Notou-se que houve significativa perda de
peso corporal dos ratos tratados com o sal em relagdo ao grupo controle. Apos o
final do tratamento, estes animais tiveram o cérebro, as génadas, o coragao, os
rins, o figado, os pulmdes, o pancreas e o baco retirados para medida de
concentragdo de mercurio nestes orgaos. Apresentou-se um acumulo maior do
metal nos rins em relagcéo aos outros tecidos (KHAN et al., 2001).

Este metal acumula-se também nas células cardiacas (THOMAS et
al.,1988). No entanto, os efeitos do mercurio no organismo humano ainda nao
estdo completamente entendidos. No miocardio, o cloreto de mercurio reduz a
atividade da Na*, K'-ATPase e da Ca®*-ATPase (HALBACH et al., 1981;
AHAMMAD- SAHIB et al., 1988), enzimas importantes para a manutengao dos
potenciais de membrana e para a regulacdo da concentragao citoplasmatica de
calcio. Os efeitos téoxicos do mercurio (1uM) foram estudados em musculos
papilares de rato, observando-se um pequeno aumento da for¢ca de contragao;

doses maiores produziram uma reducdo dose-dependente da forca contratil



(OLIVEIRA et al., 1994). A inibicao da bomba de Sdédio e Potassio resulta num
efeito semelhante ao produzido por digitalicos, aumentando a concentracéo de
sédio e reduzindo, assim, a atividade do trocador Na*/ Ca®*. A redugdo da
extrusdo do calcio aumenta a concentracdo intracelular deste ion e, portanto, a
forca de contracdo. O aumento do inotropismo observado pode, também, estar
relacionado com o aumento da liberagao enddégena de catecolaminas. Os dados
acumulados até o momento sugerem que o mercurio exerce seus efeitos toxicos
no miocardio via agdes no sarcolema, no reticulo sarcoplasmatico e nas proteinas
contrateis. As alteragcbes na permeabilidade das membranas podem levar a
mudancas na homeostasia do calcio, produzindo disfungéo contratil do miocardio.
Em outra pesquisa encontrou-se que o mercurio inorganico afeta o ritmo cardiaco
e a condugao atrio-ventricular, causa arritmia, diminui a pressao sanguinea arterial
e aumenta a atividade neurotransmissora autonémica (MASSARONI et al., 1995).
Tem-se, ainda, que o cloreto de mercurio, dado em agua de beber na
concentragdo de 50ug/mL de forma crénica, aumentou o inotropismo cardiaco
sem mudangas cronotrépicas e induziu hipertensdo em ratos tratados por 350 dias
(CARMIGNANI & BOSCOLO, 1984). Ainda, este metal atua no sistema vascular
de musculo esquelético, provocando vasoconstricdo. Os resultados encontrados
sdo consistentes, sugerindo que este efeito provocado pelo mercurio pode ser
mediado pela formacédo do anion superoxido, por estimular a agdo de um agente
vasoconstritor derivado da ciclooxigenase (COX) e por diminuir a atividade
vasodilatadora endotelial (DA CUNHA et al., 2000). O superoxido pode reagir
diretamente com o NO, inativando-o e formando nitratos com atividade bioldgica
reduzida, ou ainda, formando o radical peroxinitrito que € um subproduto toxico
fortemente oxidante, além de inativar diretamente a guanilato ciclase no endotélio
(LAURINDO & LUZ, 1995).

A intoxicagdo por Hg®* também tem conseqiiéncias no sistema imune. Um
dos motivos de sua toxicidade renal seria o desenvolvimento de doenca auto-
imune, caracterizada pelo o aumento de niveis séricos de anticorpos IgG1 e IgE,
pela producdo de anticorpos anti-nucleolar e de complexos auto-imunes (AL-

BALAGHI et al., 1996). A administracao repetida de HgCl, em ratos, camundongos



e coelhos induziu resposta auto-imune e nefropatia, em contraste com ratos Lewis,
que quando injetados com o metal ndo desenvolviam auto-imunidade, mas
imunossupressdao (MOSZCZYNSKI, 1997). O cloreto de mercurio tem sido
relatado como mitogénico de linfocitos humanos in vitro. Entretanto, a ativacéo
requer concentragcdes muito maiores que as encontradas in vivo. Em quantidades
menores, o mercurio estimula preferencialmente células T CD4" (transformacéo de
blastos e sintese de DNA) e as células CD8" n&do sdo afetadas na mesma
propor¢gdo (LOFTENIUS et al, 1997). A interagdo entre moléculas co-
estimuladoras de células aderentes e células T maduras contribuem para a
indugdo da proliferacdo das células T pelo HgCl,. Entre estas moléculas co-
estimuladoras, acredita-se que a IL-1 tenha um papel muito importante. A
proliferagdo de células T ativadas pelo HgCl, apresenta propriedade de resposta
induzida a antigeno (POLLARD & LANDBERG, 2001). A ativagao inicial de células
T que reconhecem o Hg2* como antigeno, eventualmente resulta na ativagéo de
células T especificas que passam a nao reconhecer as proprias proteinas do
organismo - dai a formagdo de doenga auto-imune provocada pelo mercurio
(KUBICKA et al., 1996). Doses subtoxicas de HgCl, ativam leucdcitos de peixes,
alterando os processos que regulam a magnitude e a especificidade da resposta
imune aos patégenos do meio ambiente (MAC DOUGAL et al., 1996).

O Hg* e a glutationa podem interagir em concentracdes bioldgicas e in vitro
com o Hy0O,, gerado pela cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, para
formar radicais livres capazes de oxidar porfirinas (porfirinogénios) (WOODS et al.,
1990) e a administracdo de cloreto de mercurio na dose de 0,7mg/100g de peso
em ratos aumenta o nivel de heme livre (KALIMAN et al., 1999). A interagdo de
mercurio com eritrécitos inchados, devido a inflamacgao, causa rapida agregacéo
celular. Este fenbmeno parece prevenir a penetragao dos ions mercuriais nas
hemacias e, assim, evita qualquer efeito hemolitico induzido pela entrada do
cation divalente (ZOLLA et al., 1997).



2. HIPOTESE

O presente trabalho foi desenvolvido para a analise da relagdo entre o
cloreto de mercurio e o estresse oxidativo tecidual e sanglineo, uma vez que se
sabe que metais pesados podem promover a formagcdo de radicais livres
(VALFRE,1983; De FLORA et al., 1994). Assim sendo, nossa hipétese de trabalho
foi que o cloreto de mercurio poderia induzir um aumento de estresse oxidativo
tecidual e sistémico, tempo e tecido dependente, levando a uma adaptagcdo do

sistema antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico.



3. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste trabalho foram:

= Reproduzir um modelo de intoxicagado cronica por cloreto de mercurio através

da administracédo subcutanea deste metal por 30 dias;

= Verificar a concentragao deste metal, apds o término do tratamento, no sangue

total dos animais tratados e compara-la com o grupo controle;

= Observar se o cloreto de mercurio produz modificacbes temporais sistémicas e

teciduais no estresse oxidativo ao longo e ao final do tratamento.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

¢ Em nivel sistémico:
= Averiguar alteracdes de antioxidantes ndo-enzimaticos hidrossoluveis (TRAP),
em periodo subagudo, agudo e crbnico, provocado por este sal inorganico, no

plasma dos animais experimentais;

= Analisar a relagao do cloreto de mercurio com a lipoperoxidacdo em eritrocitos
dos animais controles e tratados com cloreto de mercurio na 1°, 2° e 4° semana

de tratamento;
= Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes nas hemacias dos animais
controles e tratados com cloreto de mercurio, nos mesmos tempos definidos, em

ambos 0s grupos experimentais.

¢ Em nivel tecidual:



= Observar se ocorrem alteragdes no nivel de antioxidantes nao-enzimaticos
hidrossoluveis (TRAP), provocado por este sal inorganico, apds intoxicagéo
crénica nos tecidos referenciados, nos animais tratados, comparando-os com o

grupo controle;

= Analisar a relacédo do cloreto de mercurio com a lipoperoxidagdo em coragao,
figado e rim de todos os animais experimentais, ao término do tempo de

tratamento;

= Determinar a atividade das enzimas antioxidantes nos homogeneizados dos

tecidos citados, em ambos os grupos experimentais, ao final do tratamento.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - ANIMAIS

Foram utilizados vinte ratos machos Wistar, com peso médio no inicio do
tratamento de aproximadamente 250g. Os animais foram provenientes do Biotério
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS, sendo mantidos em
caixas plasticas de 270 x 260 x 310mm, com cinco ratos em cada uma, tendo o
assoalho recoberto por serragem. Receberam alimentacdo e agua ad libitum e
foram mantidos sob periodos de 12 horas luz/ 12 horas escuro, a uma temperatura
de 22°C.

4.2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estabelecidos dois grupos experimentais, sendo eles:

e Grupo controle (n = 10): introduziu-se a agulha de uma seringa de insulina
subcutaneamente, sem injecdo de substancias, diariamente e no mesmo
horario, durante trinta dias.

e Grupo HgCI2 (n = 10): foram injetados subcutaneamente com uma solugao
feita de cloreto de mercurio em solugao fisiolégica 0,9% NaCl, preparada na
hora, na concentragao de 5mg/kg de peso, com a utilizagcdo de uma seringa de
insulina. Este procedimento foi repetido por 30 dias, onde os ratos eram

injetados diariamente, a mesma hora.

4.3 - ADMINISTRAGAO DO CLORETO DE MERCURIO

Os ratos de ambos os grupos foram pesados semanalmente, para que fosse
feito um controle do estado geral dos animais.

Os animais eram manipulados sempre a mesma hora, feita a assepsia local
com alcool 70% e tinham suas caixas limpas de dois em dois dias, para que nao

desenvolvessem infecgao, pois 0 mercurio provoca lesdes da pele. As mesmas



atitudes foram tomadas em relagdo ao grupo controle. Os grupos nao foram
tratados com antibidtico.
A concentragdo de cloreto de mercurio injetada foi de 5mg/kg de peso,

diluidos em 0,2 mL de soro fisiologico, conforme Huang e colaboradores (1996).

4.4 - COLETA DE SANGUE

O sangue foi coletado ao final da primeira, segunda e quarta semana de
tratamento com cloreto de mercurio, do mesmo modo que os animais controle.
Ambos os grupos tiveram as amostras coletadas sempre no mesmo dia da
semana e a mesma hora, através de puncao do plexo venoso retro-orbital com um
tubo de microhematécrito com uma das extremidades quebrada em bisel
(HALPERN, 1951). Para isso, os animais foram previamente anestesiados com

éter etilico.

4.5 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E PREPARO DOS HOMOGENEIZADOS

Apds o término do tratamento, os ratos foram mortos por deslocamento
cervical e procedeu-se a coleta de 7mL de sangue através de pungao cardiaca.

O sangue total coletado foi armazenado em tubos de ensaio contendo
heparina, gentilmente doados pelo Laboratorio de Analises Clinicas Toxilab. O
sangue foi, em seguida, mandado para o Laboratério Toxilab sob refrigeragao,
para posterior analise das concentragdes de cloreto de mercurio do sangue total
de ambos os grupos de animais.

Os coragdes, figados e rins foram rapidamente retirados e homogeneizados
durante 30 segundos em Ultra-Turrax, na presenca de KCI 1,15% (5 mL por g de
tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100 mM
em isopropanol (10uL por mL de KCI adicionado). O PMSF €& um inibidor de
proteases e foi utilizado para que ndo houvesse degradagdo das enzimas cuja
atividade foi medida. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10

minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24) e o



sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -80°C para as dosagens
posteriores (LLESUY et al., 1985).

4.6 - DOSAGEM DO MERCURIO NO SANGUE

A dosagem da quantidade de mercurio existente no sangue de
ambos os grupos experimentais foi feita utilizando-se, em duplicata, 2mL do
sangue total, através da técnica de Espectrofotometria de Absorgdo Atémica, que
se baseia na absorgéo de energia radiante por atomos neutros, ndo excitados, em
estado gasoso. Uma certa espécie atdbmica, neutra e no estado fundamental é
capaz de absorver as radiacbes com comprimentos de onda iguais aos das que
ela, quando excitada aos niveis energéticos mais altos, emite. Na absorgao
atbmica, o elemento a ser determinado é levado a condicédo de uma dispersao
atbmica gasosa, através da qual se faz passar, entdo, um feixe de radiagdo com
comprimento de onda que possa ser convenientemente absorvido. O processo
mais correntemente usado consiste em introduzir a solugdo da amostra, em forma
de um aerossol, em uma chama apropriada. A energia térmica da chama provoca
a atomizacao da amostra; mas, a chama exerce, também, a importante funcao de
conter o sistema absorvente durante o processo da absor¢gdo (OHLWEILER,

1981). Resultados s&o expressos em pg/L.

4.7 - PREPARO DO SANGUE PARA ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO

Rapidamente apds a coleta, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a
3000 rpm em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o plasma foi
retirado e congelado em freezer a -80°C para posteriores dosagens de estresse
oxidativo. Os eritrocitos foram lavados com soro fisiolégico (NaCl 0,9%),
novamente centrifugados e aliquotados. Uma parte foi ressuspensa em soro para
medida imediata de lipoperoxidacdo, ao restante foi adicionado uma solucédo de
acido acético TmM e sulfato de magnésio 4mM, e as amostras foram congeladas

em freezer a —80°C para posteriores dosagens das enzimas antioxidantes.



4.8 — QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, que utiliza como padrdo uma solucdo de albumina bovina na
concentracao de 1 mg/mL (LOWRY et al., 1951). Para a realizagao das dosagens
os reagentes usados foram o Reativo de Folin Ciocalteau, diluido em agua
destilada na proporcéo de 1:3, e Reativo C, que € composto por 50mL do reativo
A, 0,5mL do reativo B1 e 0,5mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2 sao
respectivamente:

= NaHCO; (bicarbonato de sddio) 2% (P/V) em NaOH (hidroxido de sédio)
0,1N;

= CuSO0y . 5 Hy0 (sulfato de cobre) 1% (P/V);

= KNaC4H4Os . 4 H,0 (tartarato de sédio e potassio) 2% (P/V).

Em tubo de ensaio, foram adicionados 20uL de sangue em 0,8mL de agua
destilada e 2mL de reativo C preparado a fresco, aguardando-se 10 minutos.
Apés, adicionou-se 0,2mL do reativo de Folin Ciocalteau diluido, aguardando-se
mais 30 minutos. Assim, a solu¢do adquiriu uma coloragao azulada que foi medida
em espectrofotdmetro, marca Varian modelo Cary, a 625 nm. O calculo foi feito
utilizando-se o fator de corregdo médio calculado a partir da solugdo padrao de

albumina bovina.

4.9 - DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

A hemoglobina foi dosada nas amostras de sangue preparadas para a
medida de lipoperoxidagao, ou seja, eritrocito diluido em soro fisioldgico. Esta
analise foi feita utilizando-se uma mistura de cianetos para se obter o reativo de
Drabkin, este reativo reage com a hemoglobina formando cianometahemoglobina,
que foi medida, em espectrofotbmetro marca Varian modelo Cary, a 546 nm.
SOLUCAO DE DRABKIN:

= 0,85mL de KCN 9mM



= 6,6mL de Ks[Fe(CN)g] 0,9mM
= Q.S.p. 10mL agua destilada
Em um tubo de ensaio foi adicionado 5mL de Drabkin e 20uL de amostra,
deixou-se reagir por 5 minutos e a absorbancia foi lida em espectrofotobmetro. Os

resultados sdo expressos em mg/mL de hemoglobina.

4.10 - QUIMILUMINESCENCIA INICIADA POR t-BOOH

Este método consiste em adicionar um hidroperdxido organico de origem
sintética (hidroperdxido de tert-butila, o t-BOOH) a amostra sanguinea, avaliando a
capacidade de resposta produzida por esta amostra. A realizagcdo deste tipo de
teste consiste no fato de que os hidroperdxidos sdo espécies quimicas bastante
instaveis, reagindo com lipidios por um mecanismo radicalar que gera produtos
que emitem luz pela amostra em estudo. Este método € um dos mais sensiveis
para a medida de LPO.

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o circuito de
coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio. As determinacdes foram
realizadas em sala escura, em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar
a fosforescéncia ativada pela luz fluorescente. O meio de reagao no qual foi
realizado o ensaio, com o homogeneizado de tecido, consistiu em 3,5mL de uma
solugéo reguladora de KCI 140mM, fosfatos 20mM, pH 7,4, na qual foi adicionado
0,5mL de homogeneizado. Ja& para a amostra de sangue utilizou-se 4mL do
mesmo tampao e 10uL de eritrécito diluido em soro fisiolégico. Apds, foi realizada
uma leitura inicial, considerada a emissao de luz basal. A concentracido de
hidroperdxido de tert-butila utilizada foi de 400mM, dos quais foram adicionados
30uL no meio de reagao, para uma concentracgao final de 3mM. Foi medida, entao,
a emissao de luz e, desta, foi descontada a emissao basal para fins de calculos.
Os resultados foram expressos em contagens por segundo (cps) por miligrama de
hemoglobina (GONZALEZ- FLECHA, 1991).



4.11 - SUPEROXIDO DISMUTASE

A técnica utilizada para determinagdo da SOD baseou-se na inibicdo da
reacdo do radical superdéxido com o pirogalol. O superéxido é gerado pela
autooxidagao do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra
compete pelo radical superdxido com o sistema de detecgdo. Portanto, quanto
maior for a concentragdo de SOD na amostra, menor seria a autooxidagao do
pirogalol.

Neste ensaio, ndo se pode determinar a concentragao da enzima nem sua
atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, por isso, se
utiliza a quantificagdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida
como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagao do
detector. A oxidagdo do pirogalol leva a formagdo de um produto colorido,
detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD ¢é determinada
medindo-se a velocidade de formacao do pirogalol oxidado (MARKLUND, 1985).

Utilizaram-se os seguintes reagentes:

= Solugdo tampao (Tris-base na concentracdo de 50mM; EDTA na

concentragdo de 1mM em pH 8,2);

= Pirogalol 24mM (em acido cloridrico a 10mM);

= Catalase a 30uM.

Para se ter o resultado em unidade de SOD, necessita-se de um fator de
calibracdo. Por isso, fez-se necessario a construcdo de uma curva padrao com
uma solugéo de SOD de concentragédo conhecida. Desta forma, calculou-se o fator
de calibragdo necessario para converter a percentagem de inibicdo da
autooxidagao em unidades de enzima.

No ensaio, adicionou-se a cubeta 988uL de tampao Tris, 4uL de Catalase.
Zerou-se 0 espectrofotbmetro e adicionou-se 8uL de pirogalol, observando a
oxidagao do mesmo. Desta forma, obtivemos o maximo (100%) de oxidagéo desta
substancia, para calcular a percentagem de inibicdo causada pela SOD da
amostra. Com a amostra, procedeu-se da mesma forma, apenas com o reajuste

do volume de tampao de acordo com a quantidade de sangue ou de



homogeneizado de tecido adicionada, para se ter um volume final de 1mL. Os

resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.

4.12 - CATALASE

A atividade da Catalase € diretamente proporcional a taxa de decomposi¢ao
do peroxido de hidrogénio, e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem.
Sendo assim, a atividade da enzima Catalase pode ser medida através da
avaliagao do consumo do peréxido de hidrogénio.

Este teste consiste em avaliar a diminuigao da absorbancia no comprimento
de onda de 240 nm, sendo este o comprimento de onda onde ha a maior absorcao
pelo peroxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo devido a alta
energia do comprimento de onda no qual foram realizadas as medidas.

Para realizagéo deste ensaio foram utilizados os seguintes reagentes:

= solugao tampao de fosfato de sédio a 50mM e pH 7,4;
= peroéxido de hidrogénio 0,3M.

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955uL do tampéao fosfato e 10uL
de amostra do tecido ou 30uL de amostra de sangue, esta cubeta foi colocada em
espectrofotdmetro e descontada contra um branco de tampéao fosfato. Apds, foram
adicionados 35uL do peroxido de hidrogénio para o tecido e 15uL para amostra de
sangue e foi feito o monitoramento da diminuigdo da absorbancia no comprimento
de onda selecionado. Os resultados foram expressos em pmoles por mg de
proteina (BOVERIS & CHANCE, 1973).

4.13 - GLUTATIONA PEROXIDASE

A enzima Glutationa Peroxidase (GPx) catalisa a reagao de hidroperéxidos
com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o
produto da reducdo do hidroperdxido. Por este motivo, sua atividade pode ser
determinada medindo-se o consumo de NADPH na reag¢ao de redugao acoplada a

reacao da GPx.



A amostra é previamente preparada adicionando-se uma mistura de
cianetos (cianeto de potassio KCN 9mM e ferrocianeto de potassio Kz[Fe(CN)g]
0,9mM), para inibir a atividade pseudo-peroxidase da hemoglobina. Inicialmente
utiliza-se a mistura de cianetos para se obter o reativo de Drabkin, para medir a
quantidade de hemoglobina. Depois de conhecida a concentracdo de
hemoglobina, estas mesmas solugdes foram utilizadas, em diferentes propor¢oes,
para se obter a solugao transformante, que vai transformar toda a hemoglobina em
cianometahemoglobina.

SOLUCAO DE DRABKIN:
= 0,85mL de KCN 9mM;
= 6,6mL de K3[Fe(CN)g] 0,9mM;
= Q.s.p. 10mL agua destilada.
SOLUCAO TRANSFORMANTE:
= 5,0mL de KCN 9mM;
= 5,0mL de K3[Fe(CN)g] 0,9mM.

A atividade da GPx foi medida em um espectrofotdbmetro da marca Varian,
modelo Cary. Foi monitorada a diminuicdo de absorbancia do NADPH a 340 nm,
em um meio de reagao contendo os seguintes reagentes:

= Solugao tampao de fosfatos 143mM e EDTA 1mM, com pH 7,5;
= NADPH 0,24mM;

= Azida sédica 1mM, utilizada para inibir a atividade da Catalase;
= GSH 5mM;

= Glutationa Redutase (GR) 0,25U/mL;

= Hidroperdéxido de tert-butila 0,5mM.

Na cubeta do espectrofotdmetro, foram adicionados 330uL de tampéo,
50uL de homogeneizado de tecido, 500uL de NADPH, 10uL de azida sodica, 50uL
de GSH e 10uL de GR. A absorbancia foi registrada por um periodo de
aproximadamente 3 minutos, até haver uma certa estabilizagdo da linha base.
Apos, foram adicionados 50uL de hidroperdxido de tert-butila, e a diminuicdo da

absorbancia, devido ao consumo de NADPH, foi monitorada por aproximadamente



5 minutos. Os resultados foram expressos em nmoles por minuto por mg de
proteina (FLOHE & GUNZLER, 1984).

Para medida da atividade da GPx em sangue, tomou-se os globulos
vermelhos previamente preparados e determinou-se a concentracdo de
hemoglobina por meio do reativo de Drabkin ( 8,5% de KCN 9mM e 66% de
Ks[Fe(CN)s] 0,9mM). Para isto, misturou-se 100uL de eritrocitos com 1 mL de
Drabkin e leu-se a 546nm.

Uma vez conhecida a concentragao de hemoglobina, tomou-se, para cada
0,6mg/mL de hemoglobina, 100uL de solug¢ao transformante para converter toda a
hemoglobina em cianometahemoglobina a fim de inibir a atividade peroxidante da
hemoglobina (50% de KCN 9mM e 50% de Ks[Fe(CN)s] 0,9mM). Adicionou-se na
cubeta do espectrofotbmetro 2,15mL de tampdo (EDTA 1mM em fosfato de
potassio 100mM, ph=7,7), 100uL de NADPH (10mM), 150uL de hidroperdxido de
tert-butila (10mM e 50uL de glutationa redutase). Leu-se entdo a absorbéancia a
340nm por um minuto, para obter-se a linha de base.

Adicionou-se 50uL de glutationa reduzida (100mM em acido metafosférico a
5%) e leu-se por mais 1 minuto. Logo apds, adicionou-se 500uL da amostra
transformada e leu-se novamente por mais 1 minuto.

A atividade da GPx foi expressa em umoles/min/mg de proteinas.

4.14 - GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

As glutationas transferases sdo um grupo de enzimas que catalisam
reagcdes de conjugacao de glutationa com varios substratos, tendo um papel
importante na detoxificagdo de agentes alquilantes. Todas as transferases sao
ativas com o composto clorodinitrobenzeno (CDNB). A Glutationa-S-Transferase
(GST) vai catalisar a reagdo de conjugagédo da glutationa reduzida (GSH) com
outras substancias téxicas, que possam a vir a prejudicar o funcionamento celular.
Essa combinagao forma os conjugados de glutationa que serdo exportados para
fora do meio interno da célula. Deste modo, esta enzima desempenha um papel

importante na detoxificagao celular.



Este ensaio esta baseado na capacidade da GST de combinar o 1-cloro-
2,4-dinitro-benzeno (CDNB) com a GSH formando 2,4 dinitro-fenil-glutationa
(DNP-SG), que € um composto corado. A formagdo do DNP-SG pode ser
observada espectrofotometricamente no comprimento de onda de 340 nm,
utilizando os seguintes reagentes:

= Tampao fosfato de sédio 0,2M pH 6,5;
= GSH 20mM;
— CNDB.20mM

Na cubeta de 1mL foram adicionados 850uL de tamp&o, 50uL de amostra,
mais 50uL de GSH (de concentracao final de TmM), zerou-se o espectrofotdmetro
a 340nm, e, por fim, adicionou 50uL de CDNB e observou-se a formagéo do DNP-
SG. O resultado é dado em pmoles/minuto/mg proteina (MANNERVIK &
GLUTHENBERG, 1981).

4.15 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

A técnica utilizada para medir a capacidade antioxidante total esta baseada
na formacao de um radical que emite luz, e que vai ser detectado em um contador
beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB,
Brommma, Sweden) com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o
canal de tritio, como descrito por Lissi e colaboradores em 1992. As
determinagdes foram realizadas em sala escura, em frascos de vidro mantidos na
penumbra para evitar a fosforescéncia ativada pela luz fluorescente.

Esta técnica € dependente da temperatura. Em baixas temperaturas é muito
mais lenta, porque esta baseada na decomposicdo do 2,2’Azo-bis (2-amidino-
propano) diidrocloreto, que gera radicais livres. Esta substancia tem uma ligagéo
dupla entre dois nitrogénios, bastante instavel e que, com o aumento da
temperatura, ha rompimento gerando dois radicais livres.

Estes radicais livres por sua vez v&o reagir com o luminol e gerar um outro
radical livre mais energético e com maior emissédo de luz e, sendo assim, mais

facilmente detectado pelo contador. No entanto se tivermos presente no meio de



reacdo um antioxidante, ele ira neutralizar os radicais livres e assim diminuir a
emissao de luz. Como padrao utiliza-se o antioxidante Trolox que forma um radical
estavel. Quando todo o antioxidante tiver reagido, o luminol reage novamente com
o Azo radical e, novamente, ha um aumento na emisséo de luz.

Para medir a capacidade antioxidante da amostra, coloca-se o plasma ou o
homogeneizado do tecido que se esta estudando no vial contendo Azo e luminol e
observa-se por quanto tempo ele € capaz de inibir a formacédo dos radicais do
luminol. Esta analise foi feita utilizando-se os seguintes reagentes:

= Tampaéao fosfato 50mM, pH 7,4;

= 2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano) diidrocloreto 0,5% em tampéao fosfato;
= Luminol Tmg/mL em NaOH 0,1N;

= Trolox 8mg% em tampao fosfato.

O meio de reagao no qual foi realizado o ensaio consistiu em 3,0mL de uma
solugédo de Azo, em que se adicionou 10uL de luminol. A leitura esperada deve ser
superior a 50000. Apds, adicionou-se amostra (50uL de plasma ou 5uL de
homogeneizado de rim ou 10uL de homogeneizado de coragdo ou 5ulL de
homogeneizado de figado). Para fazer a curva padrao, foram feitas duas leituras
utilizando-se o Trolox nas quantidades de 5uL e 10uL. O TRAP é expresso em
mM de Trolox (LISSI et al., 1992; EVELSON et al., 2001).

4.16 - ANALISE ESTATISTICA

Apos efetuados todos os testes, foram calculadas as médias e os erros
padrées da média para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos
grupos estudados. Para a analise estatistica dos dados realizados em
homogeneizado de tecido, utilizou-se o teste t de Student para dados né&o
pareados, sendo as diferengas consideradas significativas para p<0,05 (nivel de
significancia de, pelo menos, 5%). A analise estatistica foi efetuada com o auxilio
do programa computacional GraphPad Instat. Para as avaliagdes realizadas em
sangue, procedeu-se a andlise de variancia para medidas repetidas para cada

variavel resposta através do programa computacional SAS.



5. RESULTADOS

Os resultados aqui descritos sao relativos a média de cada grupo estudado
+ erro padrdo da média. O desenvolvimento corporal dos animais, assim como a
concentragdo de mercurio no sangue total, foram avaliados e comparados entre os
grupos.

A lipoperoxidacdo e as atividades de enzimas antioxidantes e os
antioxidantes totais foram avaliados no sangue dos animais. O mesmo ocorreu
referente aos homogeneizados de coragao, figado e rim. Para cada analise, ha
uma Figura e/ou uma tabela, para que se obtenha uma melhor visualizagdo dos

dados.

5.1 - CURVA DE PESO DOS ANIMAIS

Fez-se uma curva de peso para monitoramento dos animais, em que ambos
0s grupos eram pesados semanalmente e controlados quanto a este item.

Na Tabela 1 e na Figura 9 estao representados os resultados.

Verificou-se que houve diferenga significativa de peso entre os grupos,
durante as quatro semanas de tratamento. Entre o grupo controle na Semana 1 e
0 mesmo na Semana 4 observou-se um aumento de peso significativo.
Encontraram-se importantes diferengas de peso entre ambos os grupos na
Semana 4. Houve perda de peso significativa entre a Semana 1 e Semana 4 no
grupo tratado com cloreto de mercurio. Os pesos iniciais dos animais em ambos

0s grupos nao mostraram diferengas significativas.



Tabela 1: Variagado de peso corporal (g) dos animais em ambos os grupos,
medidos por 4 semanas. Os valores sdo expressos como a Média + Erro Padrao
da Média.

Semanas Controle HgCl,
(n=10) (n=10)
Peso (g) Peso (g)
0 252,6+ 3,3 255,1+ 3,9
1 262,8+ 3,4 209,8+ 5,0
2 274,4+ 4,0 206,7+ 5,1
3 290,6+ 5,2 209,4+ 6,2
4 318,3+ 8,1* 206,7+ 4,2°*#

* diferencga significativa em relagdo ao grupo controle no tempo zero (p< 0,05).

** diferenga significativa em relagdo a primeira semana de tratamento do grupo
HgCl, (p< 0,05).

# diferenca significativa em relacdo ao grupo controle na quarta semana de

tratamento (p< 0,05).
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Figura 9: Curva de peso corporal (g) que compara o crescimento dos
animais em ambos os grupos, medidos por 4 semanas. Os valores sdo expressos
em percentagem (%).

* diferencga significativa em relagdo ao grupo controle no tempo zero (p< 0,05).

** diferenga significativa em relagdo a primeira semana de tratamento do grupo
HgCl, (p< 0,05).

# diferenca significativa em relagdo ao grupo controle na quarta semana de

tratamento (p< 0,05).

5.2 - DOSAGEM DE CLORETO DE MERCURIO NO SANGUE

A concentragdo de cloreto de mercurio encontrada no sangue total dos
animais tratados foi significativamente maior do que a do grupo controle,
mostrando-nos que a administragdo subcutanea foi realmente efetiva (p<0,05).

Na Figura 10, observam-se as variagbes da concentragdo em ambos os

grupos experimentais dadas em pg/L.
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Figura 10: Niveis de concentracdo de mercurio encontrados no sangue total
de ambos os grupos experimentais, dados em pg/L. Os valores sao expressos
como a Média + Erro Padrdo da Média.

* diferenca significativa em relagao ao grupo controle (p< 0,05).

5.3 — RESULTADOS SISTEMICOS

5.3.1- Quimiluminescéncia em Eritrécitos

A lipoperoxidacdo medida através da técnica de quimiluminescéncia, em
amostras sanguineas do grupo tratado com cloreto de mercurio apresentou
diferengas significativas quando comparada com o grupo controle, na segunda
semana de tratamento (p< 0,05).

Os resultados s&o apresentados na Tabela 2 e na Figura 11, em cps/mg de

hemoglobina.



Tabela 2: Niveis de lipoperoxidagao obtidos através da Quimiluminescéncia,
descritos em cps/mg de hemoglobina, em amostras de sangue, nos diferentes
grupos experimentais. Os valores sdo expressos como Média + Erro Padrao da
Média.

Grupos 1° semana 2° semana 4° semana
Experimentais

Controle  (cps/mg 213 +12 143 £10 214 £ 12

Hb) (n=5) (n=5) (n=5)

HgCl, (cps/mg Hb) 168 + 12* 181+ 11* 239 + 11
(n=5) (n=5) (n=6)

* diferenga significativa em relagcdo ao grupo controle no mesmo tempo de

tratamento (p< 0,05).
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Figura 11: Niveis de lipoperoxidagdo obtidos através da
Quimiluminescéncia, descritos em cps/mg de hemoglobina, no sangue dos
diferentes grupos experimentais, na 1°, 2° e 4° semanas de estudo. Os valores
sao expressos como Média + Erro Padrao da Média.

* diferenga significativa em relagdo ao grupo controle no mesmo tempo de estudo
(p<0,05).



Na Figura 12, pode-se observar o grafico da variavel QL (cps/mg Hb) em
relagdo ao tempo para cada grupo estudado.

Considerando apenas o grupo controle, tempos que a 2° semana foi a que
apresentou menor lipoperoxidagdo, diferenciando-se significativamente das
demais semanas. A 1° e a 4° semana nao se diferenciam entre si.

Quando consideramos o0 grupo mercurio, temos que a 4° semana

apresentou maior lipoperoxidacao diferenciando-se significativamente das demais.
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Figura 12: Variagcdo dos niveis de lipoperoxidagdo obtidos através da
Quimiluminescéncia, descritos em cps/mg de hemoglobina, ao longo de quatro
semanas de estudo em amostras de sangue, em cada grupo experimental. Os
valores sao expressos como Média + Erro Padrao da Média.

* diferencga significativa do grupo controle na 2° semana de estudo em relagéo as
outras semanas no mesmo grupo (p< 0,05).
* * diferenga significativa do grupo tratado na 4° semana de estudo em relagéo as

outras semanas no mesmo grupo (p< 0,05).



5.3.2 — Enzimas Antioxidantes em Eritrocitos

Determinou-se a atividade das enzimas antioxidantes Catalase (CAT),
Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa-S-
Transferase (GST) em sangue de ambos os grupos experimentais. Na Tabela 3,
estao apresentados os niveis de atividade destas enzimas nas diferentes semanas
estudadas nos dois grupos experimentais.

Em relacdo a enzima Catalase, ndo se observa diferenga significativa entre
0s grupos durante o tempo de estudo.

A atividade da SOD no grupo tratado foi reduzida em 25% na primeira
semana de estudo, 50% na segunda semana e apresentou um aumento
significativo (43%) na quarta semana, quando comparado com o grupo controle,
como pode ser visto na Tabela 3 (p = 0,046, p< 0,01 e p= 0,03, respectivamente).

A GPx e a GST tiveram aumento significativo em suas atividades (28% e
14%, respectivamente) na 2° semana de tratamento com cloreto de mercurio,

ambas com p< 0,01.



Tabela 3: Atividade das enzimas Catalase, Superdxido Dismutase,

Glutationa Peroxidase e Glutationa -S-Transferase em amostras de sangue nos

diferentes grupos experimentais, na 1°, 2° e 4° semanas de estudo. Os valores

sao expressos como Média + Erro Padrao da Média.

1°Semana de

2°Semana de

4°Semana de

Enzimas Tratamento Tratamento Tratamento
Antioxidantes em | Controle HgCl, | Controle HgCl, | Controle HgCl
Eritrécitos
CAT (pmoles/mg|27,2+1,7 | 30,4+1,4 | 36,2t1,9 | 37,0+ 1,4 | 37,2+ 0,9 | 41,2+ 0,8
prot) (n=6) (n=6) (n=6) (n=7) (n=6) (n=5)
SOD (U/mg prot) 55+0,4 | 41£0,5* | 43+0,3 | 2,0+0,5* | 46+0,3 | 6,6+0,7*
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
GPx 44,7+ 3,0 | 36,5+ 3,0 | 15,9+ 1,0 | 20,3+1,0# | 58,2+ 3,5 | 50,1£ 3,5
(nmoles/min/mg (n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
prot)
GST 0,3+0,01 {0,3+0,01|0,7 +0,04 |0,8+0,03¥| 0,8 + 0,04 | 0,8 + 0,06
(nmoles/min/mg (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=5)
prot)

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle na primeira, segunda e na

quarta semana de estudo (p=0,046, p<0,01 e p= 0,03, respectivamente).

# diferenca significativa em relagdo ao grupo controle na segunda semana de

estudo (p= 0,045).

Y diferenga significativa em relacdo ao grupo controle na segunda semana de

estudo (p= 0,018).




Analisando-se cada variavel “atividade de enzima antioxidante” em relacéo
ao tempo de estudo e a resposta organica em cada grupo experimental, podemos
observar a variagao ocorrida durante as quatro semanas.

Comegando pela atividade da enzima GST, nota-se que para o grupo controle os
valores de GST se diferenciam significativamente em todas as semanas de
estudo, aumentando progressivamente da 1° para a 4° semana.

Para o grupo mercurio, a atividade da GST na primeira semana foi
significativamente inferior as medidas nas 2° e 4° semanas, que nao se
diferenciam entre si.

Todos estes dados estao apresentados na Figura 13.
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Figura 13: Variacdo da atividade da enzima Glutationa-S-Transferase,
descritos em nmoles/min/mg de proteina, ao longo de quatro semanas de estudo
em amostras de sangue, em cada grupo experimental. Os valores sdo expressos
como Média * Erro Padréo da Média.

* diferenca significativa do grupo controle na 2° e 4° semana de estudo em relagao
a 1° semana no mesmo grupo (p< 0,05).
* * diferenca significativa do grupo tratado na 1° semana de estudo em relagao as

demais semanas no mesmo grupo (p< 0,05).



Quando se analisam as medidas de GPx para o tratamento controle,
encontramos diferengas significativas entre os valores na 1°, 2° e 4° semanas,
sendo que a ultima semana foi a que apresentou a maior atividade de GPx e a 2°
semana, a menor.

O mesmo perfil foi observado para o grupo tratado com cloreto de mercurio.

Estes dados estdo descritos na Figura 14.
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Figura 14: Variacdo da atividade da enzima Glutationa Peroxidase, descritos em
nmoles/min/mg de proteina, ao longo de quatro semanas de estudo em amostras
de sangue, em cada grupo experimental. Os valores sdo expressos como Média +
Erro Padrdo da Média.

* diferenca significativa do grupo controle na 1° semana de estudo em relagéo as
demais semanas no mesmo grupo (p< 0,05).

* * diferencga significativa do grupo tratado na 1° semana de estudo em relagéo as

demais semanas no mesmo grupo (p< 0,05).

Nado ha diferengcas significativas entre as atividades de SOD medidas

durante as semanas de estudo para o grupo controle.



Ha diferengas significativas para todos os valores semanais de atividade de
SOD no grupo mercurio. A 2° semana apresentou a menor média de atividade,
enquanto que a 4° semana apresentou a maior. Os dados sdo mostrados na

Figura 15.
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Figura 15: Variagao da atividade da enzima Superéxido Dismutase, descritos em
U/mg de proteina, ao longo de quatro semanas de estudo em amostras de
sangue, em cada grupo experimental. Os valores sdao expressos como Média +
Erro Padrdo da Média.

* diferenca significativa do grupo tratado na 1° semana de estudo em relagao as

demais semanas no mesmo grupo (p< 0,05).

O teste de comparacao de valores de atividade indica que a média de CAT
para a 1° semana foi significativamente inferior as demais semanas, para ambos

0s grupos. Isto pode ser visto na Figura 16.
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Figura 16: Variagdo da atividade da enzima Catalase, descritos em pmoles/mg de
proteina, ao longo de quatro semanas de estudo em amostras de sangue, em
cada grupo experimental. Os valores sdo expressos como Média + Erro Padréo da
Média.

* diferencga significativa do grupo controle na 1° semana de estudo em relagcéo as
demais semanas no mesmo grupo (p< 0,05).

* * diferenca significativa do grupo tratado na 1° semana de estudo em relagao as

demais semanas no mesmo grupo (p< 0,05).

5.3.3- Capacidade Antioxidante Total da Amostra Plasmatica

A capacidade antioxidante total (TRAP) plasmatica (em mM de Trolox) na
1° semana de tratamento com HgCI, foi reduzida a metade quando comparado
com o grupo controle. Com o passar do tempo, esta capacidade antioxidante foi
sendo aumentada, até que na ultima semana de intoxicagdo, ja numa situagao
cronica, o TRAP mostrou uma tendéncia de aumento no grupo tratado em relagéo
ao grupo controle, embora este aumento ndo tenha sido significativo (p=0,26). Os

resultados obtidos podem ser analisados na Figura 17.
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Figura 17: Niveis plasmaticos de capacidade antioxidante total obtidos
através da técnica de TRAP, descritos em mM de Trolox, no plasma dos diferentes
grupos experimentais, na 1°, 2° e 4° semanas de estudo. Os valores sao
expressos como Média + Erro Padrao da Média.

* diferenga significativa em relagdo ao grupo controle na 1° semana de estudo
(p=0,0001).
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Figura 18: Variacdo dos niveis antioxidantes totais, descritos em mM de
Trolox, ao longo de quatro semanas de estudo em amostras de sangue, em cada
grupo experimental. Os valores sdo expressos como Média + Erro Padrdo da
Média.

* diferenca significativa do grupo tratado com cloreto de mercurio da 1° semana de

estudo em relagao as outras semanas no mesmo grupo (p< 0,05).



5.4- RESULTADOS EM HOMOGENEIZADOS DE TECIDO

5.4.1- Quimiluminescéncia nos Tecidos Testados

A lipoperoxidagao, medida através da técnica de quimiluminescéncia, em
homogeneizado cardiaco e hepatico do grupo tratado com cloreto de mercurio
apresentou diferengas significativas quando comparada com o grupo controle
(aumento percentual de 25% e 44%, respectivamente), com p=0,04 para o
coragao e p=0,013 para o figado. Entretanto, observa-se que n&o houve diferencga
entre os grupos experimentais quando o tecido renal é analisado.

Os resultados de LPO renal sao apresentados na Tabela 4. A LPO cardiaca

e hepatica esta representada na Figura 19.

Tabela 4: Niveis de lipoperoxidacao obtidos através da Quimiluminescéncia,
descritos em cps/mg de proteina, em homogeneizado renal, nos diferentes grupos

experimentais. Os valores sao expressos como Média + Erro Padrao da Média.

Orgéo Controle HgCl,
(cps/mg prot.) (cps/mg prot.)
Rim 1631,0+ 132,0 1466,0+ 82,0

(n=8) (n=10)
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Figura 19: Niveis de lipoperoxidagdo obtidos através da
Quimiluminescéncia, descritos em cps/mg de proteina, no tecido cardiaco e
hepatico nos diferentes grupos experimentais, ao final do estudo. Os valores s&o
expressos como Média + Erro Padrao da Média.

* diferenga significativa em relagdo ao respectivo grupo controle ao final do estudo

(p=0,04 e p=0,03, respectivamente).

5.4.2 — Enzimas Antioxidantes nos Tecidos Estudados

Determinou-se a atividade das enzimas antioxidantes Catalase (CAT),
Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa-S-
Transferase (GST) em homogeneizado cardiaco, hepatico e renal de ambos os
grupos experimentais. Todos os dados obtidos podem ser analisados na Tabela 5.

Em relacdo a atividade da enzima antioxidante Catalase em
homogeneizados, observou-se uma diferenga significativa (p<0,05) nos trés
tecidos estudados, nos quais se vé a queda desta atividade no grupo tratado em
relacdo ao grupo controle. A Catalase cardiaca teve queda de atividade de 44%,

seguida por uma diminuicao de 43% e 25% no figado e no rim, respectivamente.



A atividade da SOD foi reduzida no tecido hepatico, ao final do tratamento,
no grupo tratado com cloreto de mercurio, em relagao ao grupo controle, em 13%,
com p<0,01. Esta enzima néo apresentou diferenga significativa de atividade nos
tecidos cardiaco e renal.

A medida da atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase em
homogeneizado cardiaco ndo apresentou diferenca, mas mostrou uma tendéncia
a diminuicdo em relagdo ao grupo controle. Ja a atividade desta em tecido
hepatico foi diminuida significativamente (p<0,05). O rim exibiu uma tendéncia ao
aumento da atividade da GPx, embora nao significativo, comparando-se entre os
grupos.

A GST teve um aumento significativo em sua atividade (362%) (p<0,001)
no homogeneizado de rim dos animais tratados comparados ao grupo controle, ao
passo que nos tecidos cardiaco e hepatico ndo se mostrou diferente em ambos os
grupos, ao término do estudo.

Na Tabela 5, estdo apresentados os niveis de atividade das enzimas
Catalase, Superoxido Dismutase, Glutationa Peroxidase e Glutationa-S-

Transferase nos diferentes tecidos estudados nos dois grupos experimentais.



Tabela 5: Atividade das enzimas Catalase, Superdoxido Dismutase,

Glutationa Peroxidase e Glutationa-S-Transferase em homogeneizado cardiaco,

hepatico e renal nos diferentes grupos experimentais, ao final do tempo de estudo.

Os valores sao expressos como Média + Erro Padrao da Média.

Enzimas CORACAO FIGADO RIM
Antioxidantes
nos Tecidos

Estudados Controle HgCl, Controle HgCl, Controle HgCl,
CAT
(pmoles/mg 275,0+30,7 | 153,1£6,7* | 718,2492,2 | 410,7+33,9* | 487,0+ 24,5| 363,8+29,4*
prot) (n=6) (n=7) (n=6) (n=7) (n=6) (n=8)
SOD (U/mg
prot) 9,4+0,5 9,8+ 0,5 10,5+0,2 9,2+ 0,3** 15,8+ 0,5 15,5+ 0,7

(n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

GPx
(nmoles/min/ 71,0t 6,4 | 60,1£6,3 | 171,7+7,5 |101,3t13,0# | 456 +2,4 | 50,7+5,1
mg prot) (n=7) (n=6) (n=6) (n=5) (n=7) (n=7)
GST
(nmoles/min/ 1,140,1 1,1+0,1 | 2,3+0,05 2,5+0,09 1,9+0,1 9,2+04¥
mg prot) (n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6) (n=5)

* diferenga significativa em relagcdo ao grupo controle (p<0,05 para todos os

tecidos) ao final do estudo.

* * diferenga significativa em relagéo ao grupo controle ao final do estudo (p<0,01).

# diferencga significativa em relagdo ao grupo controle ao término do estudo (p<

0,05).

Y diferenga significativa em relagdo ao grupo controle ao término do estudo (p<

0,001).




5.4.3- Capacidade Antioxidante Total das Amostras Teciduais

A capacidade antioxidante total (TRAP) hepatica (em mM de Trolox) dos
ratos tratados com HgCl,, ao final de trinta dias, foi reduzida a menos da metade
quando comparado com o grupo controle (diminui¢do de 55%), com n=5 no grupo
controle e n=6 no grupo tratado (p=0,0007). Esta mesma capacidade antioxidante
encontrou-se aumentada significativamente nos tecidos cardiaco (ambos os
grupos com n=6 e p=0,0003) e renal (ambos os grupos com n=6 e p=0,0009)
(225% e 100%, respectivamente), estando os animais tratados ja numa situagao
cronica, em relagdo ao grupo controle que nao foi intoxicado. Os resultados

obtidos podem ser analisados na Figura 20.
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Figura 20: Niveis teciduais de capacidade antioxidante total obtidos através
da técnica de TRAP, descritos em mM de Trolox, no coragéo, figado e rim nos
diferentes grupos experimentais, ao término do estudo. Os valores s&o expressos
como Média + Erro Padréo da Média.

* diferenga significativa em relacdo ao grupo controle ao término do estudo

(p<0,001 para todos os tecidos).



6. DISCUSSAO

Em 1999, o SINITOX registrou 316 intoxicagbes por metais no Brasil, com
dois 6bitos (um por suicidio) e cinco pessoas sequeladas. Noventa e sete vitimas
nao tiveram sua evolugcdo acompanhada. Destas intoxicacbdes, 161 ocorreram na
Regiao Sul, sendo a metade por meio ocupacional (SINITOX, 2002).

Analisando-se os dados obtidos pelo SINITOX no ano de 2000, observa-se
que ha o registro de 282 intoxicagdes por metais, nenhum obito e apenas uma
pessoa com sequelas registradas. Entretanto, 78 casos nao tiveram evolugao
acompanhada. A exposi¢cao ocupacional continuou sendo a principal causa de
intoxicagao (57 casos), seguida de tentativas de suicidio (12 casos) e homicidio (2
casos). Na Regido Sul ocorreram 109 destas intoxicagdes, sendo que 20% das
exposicoes registradas foram ocupacionais. Para criangas até 9 anos, o SINITOX
teve 62 casos registrados. A faixa etaria mais atingida por intoxicagdes varia de 0
a 9 anos, pois nesta fase ocorre muito comumente a ingestdo de substancias
téxicas, assim como brincadeiras com as mesmas, para ambos 0S Sexos
(SINITOX, 2002).

E provavel que os numeros aqui descritos ndo correspondam
completamente a realidade de vitimas atingidas pela intoxicagdo por metais,
porque muitas vezes o diagnostico é confuso, n&o ocorre ou ndo é notificado as
autoridades responsaveis.

Através destes dados, fica langada a idéia da imensa importancia de
estudos referentes a este tipo de assunto.

.Para comecgar a debater os resultados encontrados nestes experimentos, é
interessante ressaltar que os animais controle foram submetidos as mesmas
circunstancias que os tratados com cloreto de mercurio, isto é, passaram pelo
mesmo estresse de contengao e injecdo. Este procedimento visa padronizar a
liberacdo de catecolaminas, fator este que pode interferir no estresse oxidativo.

Achamos diferengas no peso dos animais tratados com cloreto de mercurio
administrado subcutaneamente, comparado com o grupo controle. Fizemos

semanalmente monitoragdo da estrutura corporal dos animais. Para participarem



deste estudo, foram escolhidos ratos machos Wistar que estavam com peso
aproximado de 250g, sendo, portanto, animais adultos. E bem conhecido que o
cloreto de mercurio causa diminuicdo de peso quando administrado por via oral.
Por esta ultima via, o metal se liga ao epitélio intestinal, diminuindo a absorgéo de
nutrientes (KLAASSEN apud GOODMAN & GILMAN, 1996). Khan e
colaboradores demonstraram que quando o cloreto de mercurio era misturado ao
alimento e dado aos ratos, eles diminuiam de peso (KHAN et al., 2001).

Para explicar a perda de peso nos animais tratados com o mercurio neste
experimento ndo foram achadas referéncias bibliograficas que déem suporte para
tal achado, quando se trata de uma administracdo subcutanea. Acredita-se que a
modificagdo no peso que ocorre seja devida a um dano geral que o metal causa
no organismo e que o mercurio interfira na metabolizacdo dos nutrientes por
provocar lesdo no figado, ja que a LPO deste 6rgdo aumentou 44% no grupo
tratado quando comparado com o grupo controle, conforme demonstrado neste
trabalho.

Nossa proposta foi avaliar o estresse oxidativo temporal provocado por
intoxicagao crbnica com cloreto de mercurio que ocorria sistemicamente e, para
isto, escolhemos o sangue como material que melhor representa as mudangas no
sistema organico. Além disto, queriamos analisar os efeitos, em termos de dano
oxidativo, que a intoxicacao crénica provocaria sobre os tecidos cardiaco, hepatico
e renal.

Para que se comecgasse a estudar estes efeitos do mercurio, em primeiro
lugar, devia-se saber se a intoxicacdo havia sido efetiva. No plasma, o Hg*,
proveniente do cloreto de mercurio, forma complexos com ligantes que contém
sulfidrilas, como a albumina e a glutationa (YANAGISAWA, 1998). Por este
motivo, podemos medir este metal pesado no sangue total. O fato de ter-se
achado aumentada a concentragdo de mercurio no sangue total dos animais que
receberam este metal, nos demonstra que o tratamento foi efetivo. A quantidade
encontrada no sangue é muito superior aos niveis aceitaveis para que se

mantenha a saude e uma boa qualidade de vida.



A hipétese deste trabalho propés verificar se 0 mercurio inorganico agiria como
iniciador da lipoperoxidacdo, por ser um metal pesado (VALFRE, 1983) e se ele
poderia formar radicais livres nesta concentragao e por esta via de administragao.
Além disso, queriamos estudar quando esta intoxicagcdo comega a formar radicais
de oxigénio e como o organismo reage ou se adapta.

O estresse oxidativo pode ser definido como uma situacdo em que se tem
aumento da producdo de EAO e/ou reducao das defesas antioxidantes ou, ainda,
por um desequilibrio no balanco pro-oxidantes / antioxidantes em favor dos pro-
oxidantes (SIES & MURPHY,1991).

Como néao se tem medidas diretas de produgcao de EAO, a determinagao de
dano oxidativo é feita indiretamente através da quimiluminescéncia, iniciada por
hidroperdxido de tert-butila (QL) em homogeneizado tecido ou amostra sanguinea
tem sido utilizada para detectar a ocorréncia de estresse oxidativo em varias
situagbes patolégicas experimentais. Assim, a QL de homogeneizados
previamente sujeitos a estresse oxidativo € maior do que a QL obtida para
amostras controle. A realizacdo deste tipo de teste consiste no fato de que os
hidroperdxidos sao espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios
por um mecanismo radicalar que gera produtos que emitem luz pela amostra em
estudo. Este método é um dos mais sensiveis para a medida de LPO
(GONZALEZ- FLECHA, 1991).

Para medir a capacidade antioxidante total de uma amostra, utiliza-se uma
técnica baseada na formacao de radicais a partir da termdlise do 2,2’Azo-bis (2-
amidino-propano) diidrocloreto, produzindo emissao de luz (TRAP). Quando se
tem presente no meio de reagdo um antioxidante, ele ira neutralizar estes radicais
e, assim, diminuir a emissdo de luz. Apos todo o antioxidante reagir, o radical,
aumentara a emissao de luz. Assim, deve-se observar por quanto tempo ele é
capaz de inibir a formacao de radicais. Este método permite medir a capacidade
da amostra de agir como antioxidante frente a radicais livres formados. Dentre as
substancias, cuja agdo é medida por esta técnica, que agem como antioxidantes
temos a Vitaminas C, o acido urico e a glutationa, principais antioxidantes nao-

enzimaticos hidrossoluveis das células. Para se quantificar esta capacidade,



utiliza-se um padréao, que é o Trolox (Vitamina E hidrossoluvel) (LISSI et al., 1992;
EVELSON et al., 2001).

As enzimas antioxidantes, o TRAP e a LPO foram medidos em trés tempos
diferentes para que fosse avaliado como a intoxicagao crénica agia no organismo
e como este ultimo respondia frente ao estresse oxidativo provocado pelo cloreto
de mercurio.

O mercurio induziu a diminuigcdo da LPO dos animais tratados na primeira
semana de estudo, quando comparados com o grupo controle. O contrario ocorreu
na segunda semana de tratamento, que é considerada a fase aguda de
intoxicagao, encontrando-se a LPO aumentada no grupo tratado em relacéo ao
controle. Apos esta fase, ao final do tempo de tratamento, a LPO retornou aos
niveis normais, demonstrando a tentativa do organismo de adaptar-se para
sobreviver. Se analisarmos o TRAP, veremos que na primeira semana de
tratamento a capacidade total antioxidante dos animais esta diminuida,
provavelmente porque o cloreto de mercurio promove formagao de radicais livres,
levando a um consumo dos antioxidantes ndo enzimaticos que impede o aumento
do dano oxidativo (LPO). Assim, sendo, tem-se uma tentativa de busca do
equilibrio organico destes animais experimentados. Isto poderia realmente ter
ocorrido se o tratamento com o sal fosse ai interrompido, mas, uma vez que ele
continuou, a LPO aumentou na segunda semana. Analisando-se o
comportamento de cada grupo comparado com ele mesmo durante o tempo de
estudo, notou-se que o grupo controle tem sua LPO significativamente menor na
segunda semana em relagao as demais e nao apresenta diferenga em relagao aos
antioxidantes totais. No entanto, encontramos um aumento significativo da GST e
CAT nestes tempos, no mesmo grupo. Logo, esta protegdo pode ter ocorrido por
indugao enzimatica, provocada possivelmente pela manipulagao e estresse que os
ratos controle sofreram, pelas sucessivas picadas das inje¢des. O grupo tratado
com cloreto de mercurio apresentou um padrdo de aumento progressivo
significativo da LPO, provocado pela intoxicagdo, quando se compara seu
comportamento durante as semanas de estudo. O mesmo ocorre com os niveis do

TRAP, mostrando, novamente, esta tendéncia de adaptagao dos seres vivos.



Em relagdo as enzimas antioxidantes no sangue, presenciamos que houve
diferenca de atividade na primeira semana de tratamento apenas na SOD,
comparando o grupo tratado com o grupo controle. Entretanto, na segunda
semana, o grupo que recebeu HgCI, teve a atividade aumentada das enzimas
GST e GPx. O aumento da atividade enzimatica pode representar uma resposta
compensatoéria do sistema antioxidante quando se tem um aumento do estresse
oxidativo. Isto pode ser explicado, mais uma vez, como uma forma de os animais
intoxicados se defenderem contra o dano continuado. A glutationa S-transferase
(GST) vai catalisar a reagao de conjugacado da glutationa reduzida (GSH) com
outras substancias tdxicas, que possam a vir a prejudicar o funcionamento celular.
Essa combinagao forma os conjugados de glutationa que serdo exportados para
fora do meio interno da célula. Deste modo, esta enzima desempenha um papel
importante na detoxificacdo celular (MANNERVIK & GLUTHENBERG, 1981). A
Glutationa Peroxidase, por ser citosolica, €& mais faciimente induzivel,
respondendo de forma mais rapida. Ela age sobre H,O, e perdxidos organicos,
nao permitindo que estas substancias venham formar radicais livres. A SOD é
uma enzima antioxidante que transforma o radical superoxido (O2") em uma
espécie ativa de oxigénio (o H203), que € menos lesivo por n&o ser radicalar. A
atividade da SOD apresentou-se diminuida no grupo tratado na 1° e 2° semana,
comparando-se ao grupo controle, e aumentou significativamente na ultima
semana do experimento. E sabido que o mercurio pode mediar a formacdo de
anions superoéxido (DA CUNHA et al., 2000). O anion superoxido pode reagir
diretamente com o NO inativando-o ou formando o radical peroxinitrito, também
um radical livre (LAURINDO & LUZ,1995). A SOD pode ter tido sua atividade
diminuida por se ter um aumento de produgédo de O,*, mas igual velocidade da
reacao deste ultimo com NO, inativando-o. Logo, o anion superdxido nao fica
disponivel como substrato para a enzima. De qualquer maneira, esta inibicao foi
de alguma forma suplantada, talvez por uma aumento ainda maior na produgéo de
0O,". Isto provavelmente provocou a indugédo da SOD, visto que na 4° semana de
estudo sua atividade era 43% maior no grupo tratado que no grupo controle. Ha a

possibilidade deste metal mudar, de algum modo desconhecido, a capacidade



antioxidante desta enzima. Talvez esta diminuigdo de sua atividade ja tenha sido
suficiente para aumentar a LPO significativamente no sangue, na segunda
semana de tratamento, que € considerada a fase aguda da intoxicagdo com
mercurio, apesar do aumento da atividade da GPx e GST. A atividade da SOD no
grupo controle durante as quatro semanas de tratamento manteve-se
aproximadamente constante ao passo que sua atividade no grupo tratado com
cloreto de mercurio ao longo do experimento apresentou uma queda na segunda
semana e depois um aumento ao final do estudo. Assim, na ultima semana de
tratamento dos animais com cloreto de mercurio, como ja dito, somente a SOD
teve sua atividade aumentada e o TRAP apresentou tendéncia ao aumento,
embora isto ndo tenha sido significativo. A LPO dos ratos tratados apresentou-se
semelhante a LPO medida no grupo controle. Esta resposta demonstra um
processo tipico de adaptacao.

Para a atividade da GPx, ambos os grupos experimentais tiveram o mesmo
tipo de resposta frente ao estudo, com o passar das semanas. A atividade desta
enzima apresentou-se diminuida na 2° semana e aumentou significativamente em
cada grupo, quando comparados a eles mesmos. Nos dois grupos isto poderia
ocorrer devido ao estresse da manipulacdo e a recuperagcdo da atividade da
enzima ocorreria como forma de adaptagdo do organismo, sendo que 0 grupo
mercurio ainda teve que se adaptar ao estresse provocado pelo tratamento. A
atividade da CAT aumentou na 2° semana e entdo permaneceu com valores
semelhantes ao longo dos 30 dias de estudo, no grupo controle. Como ja
comentado, € possivel que isto tenha ocorrido por resposta ao estresse da
manipulagdo dos animais, que apds duas semanas de contato, acostumaram-se
com estas condi¢gdes. O grupo mercurio apresentou um perfil de aumento de
atividade da CAT com o passar das semanas, sendo este aumento significativo
quando comparado a ele mesmo e nao significativo quando comparado ao grupo
controle, nestes tempos.

Apds os trinta dias de intoxicagdo crbnica com cloreto de mercurio,
retiraram-se os coragoes, rins e figados dos animais experimentais. Encontrou-se

a LPO aumentada em 25 e 44% nos tecidos cardiaco e hepatico do grupo tratado



em relacdo ao grupo controle. O tecido renal do grupo mercurio ndo teve sua
peroxidagao de lipideos alterada, em relagao ao grupo controle.

Comparando estes dados com os valores de TRAP obtidos, notamos que
no grupo tratado o rim € o 6rgdo que apresenta maior protegdo antioxidante total
sendo, talvez, por este motivo que nao teve a LPO aumentada em relagdo ao
grupo controle. Ainda, apesar do tecido renal ter apresentado uma queda da
atividade da CAT de 25% e a SOD e a GPx nao terem suas atividades diferentes
do controle, o grupo mercurio teve um aumento de atividade da GST de 362%.
Esta enzima cumpriu muito bem o seu papel antioxidante, ndo permitindo que
ocorresse o0 aumento da LPO neste 6rgao.

Para o figado, tem-se uma diminuigdo de antioxidantes totais e também
valores reduzidos significativamente para a atividade das enzimas CAT, SOD e
GPX. A GST foi a unica que apresentou valores iguais aos do grupo controle, ndo
tendo se modificado com o tratamento. Assim sendo, a LPO do tecido hepatico
aumentou, uma vez que todas as suas defesas antioxidantes se encontraram
diminuidas e nao tiveram condi¢cdes de combater os radicais livres formados neste
orgao.

No coragao, a LPO estda aumentada no grupo tratado em comparagdo com
0 grupo controle, embora a concentragao de antioxidantes ndo-enzimaticos esteja
mais alta ao final do tratamento. Isto provavelmente se deve ao fato de a CAT ter
apresentado uma queda de 44% neste 6rgdo no grupo mercurio, e as outras
enzimas nao terem modificado seu perfil frente a uma situagdo de intoxicagao.
Logo, somente o aumento de antioxidantes nao-enzimaticos nao foi suficiente para
conter a agao destrutiva do cloreto de mercurio.

Em suma, a primeira hipotese gerada por este trabalho propés verificar se o
mercurio inorganico agiria como iniciador da lipoperoxidagdo, O aumento do
estresse oxidativo observado €& uma evidéncia de que esta hipotese foi
confirmada.

Além disso, queriamos estudar quando esta intoxicacdo comeca a
aumentar o dano oxidativo e como o organismo reage ou se adapta. Visdvamos

averigiar se haveria modificagcdo na quantificacdo da LPO, da atividade das



enzimas antioxidantes e da capacidade antioxidante total no sangue destes
animais ao longo da intoxicagao.

Também, queriamos observar se ocorria estresse oxidativo nos tecidos
estudados.

Todas estas hipoteses foram confirmadas, apresentando-se como excegao
o tecido renal que nao teve a lipoperoxidacdo aumentada. Ficou demonstrado,
com este trabalho, que ha uma adaptagao dos animais ao final do tratamento com
cloreto de mercurio, como forma de sobrevivéncia, mas n&o ainda na fase aguda,
sendo a segunda semana de intoxicagdo o momento mais critico para a
sobrevivéncia.

Em uma fase menos tardia, a manutencdo ou o aumento da atividade de
algumas enzimas nao foram suficientes para impedir o aumento da LPO e para
manter a homeostase organica.

Concluindo, os resultados obtidos neste estudo comprovam que a
intoxicagdo por cloreto de mercurio causa danos gerais no organismo,
principalmente na fase aguda, mas que se a exposigdo ao metal for continuada, os
seres tendem a adaptar-se, como forma de sobrevivéncia.

Os achados deste trabalho sdo originais para as condi¢gdes de tratamento
citadas. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para uma completa
compreensao da participacdo do estresse oxidativo no complexo fendbmeno da

intoxicagao crénica por cloreto de mercurio.



7. CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos, concluimos com este trabalho que:

= O cloreto de mercurio causa alteragdo na estrutura corporal de ratos
machos Wistar tratados com este sal inorgénico, promovendo uma redugao de

44% no peso apos 4 semanas de tratamento, em relagdo ao grupo controle.

— Conseguimos reproduzir um modelo de intoxicagao crénica por cloreto
de mercurio através da administracdo subcutédnea deste metal por 30 dias, uma
vez que a concentragdo de cloreto de mercurio no sangue total dos animais
tratados foi muito maior que no grupo controle, demonstrando que a administragao

foi efetiva;

= O cloreto de mercurio produz modificacdes sistémicas tempo-dependentes na
LPO e na atividade das enzimas antioxidantes, assim como no nivel de
antioxidantes nao-enzimaticos hidrossoluveis, em periodo subagudo, agudo e

crénico, no plasma dos animais experimentais;

= Comprovamos a relagdo do cloreto de mercurio com a lipoperoxidagao em
eritrécitos dos animais controles e tratados com cloreto de mercurio na 1°, 2° e 4°

semana de tratamento;

= Detectamos que a atividade das enzimas antioxidantes nas hemacias dos
animais controles e tratados com cloreto de mercurio, nos mesmos tempos
definidos, em ambos os grupos experimentais, se modifica com o passar do tempo

de estudo.

= Este metal promove alteragdes do estresse oxidativo no figado e coragcédo apos

30 dias de intoxicagao.



8. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo foram coerentes e complementares a
outros dados da literatura, sendo originais para as condicbes de tratamento
utilizadas.

Este € um estudo de extrema relevancia pelo grande numero de
ocorréncias de intoxicagdes com metais pesados e, mais precisamente, com o
mercurio, como citado anteriormente.

E importante ressaltar que ainda ndo se sabe se o estresse oxidativo
envolvido no fenbmeno de intoxicagdo por HgCl, é causa ou consequéncia dos
danos provocados por este metal. O entendimento dos mecanismos responsaveis
pelas alteracbes observadas no estresse oxidativo permitirdo desenvolver
abordagens terapéuticas, envolvendo a manipulagao da reserva antioxidante, uma
vez que se sabe que elas sao essenciais para minimizar os danos oxidativos.

Enquanto ndo se tem resposta para tantos questionamentos, devemos
refletir e tentar agir de forma a evitar a poluigdo e o descaso humano com o meio
ambiente em que vivemos. A negligéncia deste assunto pode prejudicar nossa

saude e bem estar, ocasionando doenga e danos para a populagao.
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