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RESUMO 

O mercúrio inorgânico é facilmente absorvido por ingestão ou via cutânea. 

Entretanto, uma quantidade relativamente pequena de Hg2+ atravessa a 

barreira hematoencefálica ou as membranas biológicas, sendo em ratos 

adultos, o transporte axonal retrógrado a única via para a absorção de Hg2+ 

por neurônios, apresentando um forte potencial neurotóxico. Desta forma, o 

presente estudo objetivou investigar os efeitos da exposição crônica ao cloreto 

de mercúrio em memória social e emocional de ratos adultos. Para isso 

utilizou-se ratos Wistar, machos (n=40), com 5 meses de idade, distribuídos 

em dois grupos, um dos quais foi exposto ao Cloreto de Mercúrio (HgCl2) via 

oral, por gavagem intra-gástrica (0,375mg/Kg), durante 45 dias. O outro grupo, 

denominado grupo controle (n=20) recebeu água destilada por gavagem. 

Foram utilizados os seguintes testes comportamentais: teste do campo aberto, 

teste de reconhecimento social para avaliação de memória social; o Teste do 

Labirinto em T Elevado (LTE) foi usado para avaliar o aprendizado do estado 

de esquiva e as memórias de curta e longa-duração. Após a finalização dos 

testes, os animais foram sacrificados para a dosagem do mercúrio total no 

hipocampo e através de um Espectrofotômetro de Absorção Atômica. Os 

resultados revelaram que os animais submetidos à exposição ao cloreto de 

mercúrio não manifestaram déficits em atividade exploratória. Nos dados do 

Teste de Reconhecimento Social, observamos que não houve alteração em 

memória social. No teste do LTE, o grupo exposto ao HgCl2 necessitou de um 

número maior de exposições para aquisição do critério de esquiva (p<0,05) e 

apresentaram latência maior no braço aberto do aparato (p<0,05). Após 24 

horas, verificou-se que os animais expostos passaram menos tempo no braço 

fechado em relação ao grupo controle, sugerindo déficits de memória de longa 

duração. Ao observar apenas o grupo HgCl2, percebeu-se uma melhora no 

reteste, indicando preservação na memória de curta duração. Os dados de 

espectrometria de absorção atômica mostraram uma maior deposição de 

mercúrio no hipocampo de animais intoxicados, em relação aos animais do 

grupo controle.  

Palavras-chave: Mercúrio Inorgânico, Cloreto de Mercúrio, Memória, 
Intoxicação, Aprendizagem. 
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ABSTRACT 

Inorganic mercury is easily absorbed by ingestion or cutaneous. However, a 

relatively small amount of Hg2 + crosses the blood brain barrier or biological 

membranes, and in adult rats, the retrograde axonal transport only way to Hg2 

+ uptake by neurons, presenting great potential neurotoxic. The aim of this 

study was to determine the effects of chronic exposure to mercury chloride in 

social and emotional memory in adult rats. For this we used male Wistar 

rats (n= 40) with 5 months of age , divided into two groups , one of which was 

exposed to mercury chloride (HgCl2) by intragastric gavage (0,375mg / kg) for 

45 days. The other group, called the control group (n=20) received distilled 

water by gavage. The following behavioral tests were used: the open field test, 

social recognition test for the evaluation of social memory; the elevate T maze 

test (LTE) was used to assess learning in the state of avoidance and short and 

long - term memories. After completion of the tests, the animals were sacrificed 

to evaluate the level of total mercury in the hippocampus by an Atomic 

Absorption Spectrophotometer. The results showed that animals subjected to 

exposure to mercury chloride did not show deficits in exploration activity. The 

data from social recognition test, showed that there was no change in social 

memory. In LTE test, the group exposed to HgCl2 required a greater number of 

exposures for the acquisition of avoidance criteria (p<0.05) and a higher 

latency in the open apparatus arm (p<0.05). After 24 hours, it was found that 

treated animals spent less time in the closed arms than in the control group, 

suggesting the long-term memory deficits. By just watching the HgCl2 group, 

noticed an improvement in the retest, indicating preservation in the short-term 

memory. The data of atomic absorption spectrometry showed greater 

deposition of mercury in the hippocampus of affected animals, as compared to 

control animals. 

 

Keywords: Inorganic Mercury, Mercury Chloride, Memory, Intoxication 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. MERCÚRIO 

O uso do mercúrio em atividades humanas pode ser encontrado em 

descrições datadas de 2000 anos antes de Cristo, por chineses e egípcios 

que utilizavam cinábrio (sulfeto de mercúrio) na fabricação de corante 

vermelho, bem como de amálgamas. Também foi utilizado no tratamento de 

sífilis, como anti-séptico e por alquimistas para o refino de ouro (YAMADA et 

al., 1997).  

 
Intoxicação por metilmercúrio foi amplamente descrita após acidente 

em Minamata, no Japão, um dos casos mais conhecidos, ocorrido em 1956, 

após a descarga de grande quantidade do metal na baía de Yatsushiro por 

uma indústria de polímeros, que usava compostos mercuriais como 

catalisadores de reação, resultando em um acúmulo de metilmercúrio 

(MeHg) na fauna da baía. Após alguns anos, vários efeitos adversos 

relacionados à exposição ao MeHg começaram a ser observados na 

população local, que se alimentava dos peixes desta região (EKINO et al., 

2007). O conjunto de sintomas decorrentes, como parestesia, ataxia e perda 

de visão, compõem a doença de Minamata, que pode evoluir a óbito (EKINO 

et al., 2007).  

 

1.2. CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DO MERCÚRIO  

O mercúrio, identificado pelo símbolo Hg (do latim “hydrargyrum”, que 

significa prata líquida) é o único metal líquido à temperatura ambiente, com 

propriedades físicas que incluem baixa viscosidade, alta densidade, 

excelente condutância elétrica e superfície refletora, não apresentando 

função biológica conhecida (CLARKSON e MAGOS, 2006).  

O mercúrio, elemento químico de número atômico 80, encontra-se no 

grupo II B da tabela periódica de classificação dos elementos, junto com o 

cádmio e o zinco. O Hg é um metal pesado bem estudado (AZEVEDO, 

2003; CLARKSON, 2003) com alto poder de toxicidade em todas as formas 

em que se apresenta, sobre várias células, órgãos e sistemas (GUO et al., 

1998; SILBERGELD et al., 2000). 
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O mercúrio pode se combinar com outros íons formando compostos 

inorgânicos e orgânicos, aumentando sua toxicidade e deixando mais volátil 

e solúvel em água. Sua Lipofilicidade facilita a transposição de barreiras ou 

membranas, podendo depositar-se em diversos sistemas no organismo, 

como o sistema renal e digestório (BANDO et al., 2005; FARIA, 2003; 

HODGSON et al., 2007; WORLD HEALTH e INTER-ORGANIZATION 

PROGRAMME FOR THE SOUND MANAGEMENT OF, 2014). 

 

1.3. CARACTERÍSTICAS E BIODISPONIBILIDADE DO MERCÚRIO  

O mercúrio apresenta-se em diversas formas (Hg metálico, orgânico, 

inorgânico) e pode encontrar-se em três estados de oxidação (0, +1, +2), em 

geral facilmente interconversíveis na natureza. O Hg elementar (Hg0, líquido 

ou gasoso, praticamente insolúvel em água) e as formas oxidadas: íon 

mercuroso, Hg+1, quando o átomo de mercúrio perde um elétron e o 

mercúrico, Hg+2, quando este perde dois elétrons, pouco estável e bastante 

rara em sistemas naturais.  

De acordo com Lindqvist e colaboradores (LINDQVIST et al., 1991), o 

mercúrio elementar e o dimetilmercúrio são voláteis à temperatura ambiente e 

os vapores podem representar um perigo para os seres humanos. Na 

presença de cálcio, forma amálgama em temperatura de 390°, podendo reagir 

com metais alcalinos e produzir reações exotérmicas com riscos de explosões 

e chamas (AZEVEDO, 2003). 

A exposição pode ocorrer em muitos tipos de indústrias, onde grande 

quantidade de mercúrio elementar é utilizada, inclusive na fabricação de cloro 

e álcali, amálgamas dentários, interruptores eletrônicos e lâmpadas 

fluorescentes (SYVERSEN e KAUR, 2012). 

As formas de exposição ao mercúrio variam de acordo com o tipo de 

composto. O vapor de mercúrio, por exemplo, encontrado em restaurações de 

amálgama, termômetros e lâmpadas, são absorvidos pelos pulmões, 

especialmente decorrente de atividades ocupacionais (CLARKSON et al., 

2007; HOUSTON, 2007). A exposição ao mercúrio elementar que ocorre a 



16 
 

 
 

partir do ar, acarreta uma rápida absorção através dos pulmões e cerca de 

74% do metal é mantido no corpo humano. 

 

1.4. MERCÚRIO ORGÂNICO  

A forma orgânica é altamente tóxica tanto para o ser humano quanto 

para toda a biota. Caso esteja associado a um radical orgânico, pode entrar 

rapidamente na corrente sanguínea, acarretando danos irreparáveis ao 

sistema nervoso central (MELA et al., 2007). 

Os compostos organomercuriais são a associação do cátion Hg2+ 

com radicais de carbono através de uma ligação covalente (AZEVEDO, 

2003). Este é um grupo heterogêneo e seus elementos apresentam 

possibilidades variadas de produzir efeitos tóxicos tendo, em geral, baixa 

absorção cutânea e elevada taxa de absorção por exposições orais ou por 

inalação (BRUNTON et al., 2011; LONGO et al., 2011).  

O metilmercúrio (MeHg) é a principal forma orgânica encontrada na 

natureza, pois é formada principalmente por metilação ou biometilação do 

metal, realizada por bactérias metalogênicas, a partir dos compostos 

metálicos liberados pelas indústrias em rios e córregos. Este processo ocorre 

devido ao fato de que o mercúrio iônico é prejudicial a essas bactérias, que 

tentam eliminá-lo através da metilação, transformando-o em MeHg que, por 

ser lipossolúvel é mais facilmente eliminado por organismos unicelulares 

(WASSERMAN, 2001). 

Outra forma de mercúrio orgânico, muito conhecida e utilizada é o 

etilmercúrio (C2H5Hg+) encontrado no medicamento timerosal, utilizado como 

conservante de vacinas e, por muito tempo, como anti-séptico, neste último 

sendo substituído pela clorexidina. Em contraposto, temos o dimetilmercúrio 

((CH3)2Hg), de uso quase exclusivamente laboratorial e de altíssima 

toxicidade, devido a sua alta absorção por via dérmica (LONGO et al., 2011).  

Os efeitos tóxicos do mercúrio dependem de sua forma química, dose 

utilizada, duração da exposição e via de administração. As formas 

orgânicas, especialmente o metilmercúrio, são mais tóxicas ao organismo 
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do que as formas inorgânicas, provavelmente por conta de sua alta 

lipossolubilidade (GOCHFELD, 2003).  

 

1.5. MERCÚRIO INORGÂNICO 

O mercúrio inorgânico (Hg2+) e seus derivados podem ser formados a 

partir do mercúrio metálico ou pela conversão de formas orgânicas de 

mercúrio a formas inorgânicas (Hg2+  e Hg+), apresentando-se em diferentes 

formas, como: cloreto mercuroso ou Hg2Cl2  – muito utilizado na agricultura 

como fungicida; o cloreto de mercúrio ou HgCl2 – atualmente empregado 

como catalisador na indústria química sendo, então, possivelmente eliminado 

nos efluentes líquidos industriais, podendo ser encontrado dentre outras 

formas, também, em cosméticos, produtos de limpeza e outros produtos 

domésticos (AZEVEDO, 2003; OZUAH, 2000; WOOD et al., 1968).  

 O HgCl2 foi usado como conservante de películas fotográficas, sendo 

também um componente de alguns cremes de clareamento da pele.  

 Somente cerca de 2% desta forma de mercúrio é absorvido inicialmente 

(NORSETH e CLARKSON, 1971), mas propõe-se que seu efeito corrosivo 

sobre o intestino aumenta sua permeabilidade e, consequentemente, a 

absorção após exposição prolongada (KOSTIAL et al., 1979).  

Rahola e colaboradores (RAHOLA et al., 1973) e Hattula e Rahola 

(HATTULA e RAHOLA, 1975) demonstraram que cerca de 1-16% da dose 

inicial foi absorvida com meia vida de cerca de 41 dias. O mercúrio inorgânico 

acumula principalmente no rim, seguido por sua acumulação no fígado. 

 A absorção de mercúrio inorgânico nos alimentos tem sido relatada em 

valores inferiores a 15% em animais experimentais (PIOTROWSKI et al., 

1992). Em humanos voluntários que ingeriram uma dose de marcador oral de 

nitrato de mercúrio em solução aquosa, a taxa de absorção foi de 5-10% 

(RAHOLA et al., 1973).  

As propriedades físico-químicas dos compostos mercuriais inorgânicos 

estão intimamente relacionadas ao ânion ao qual o metal se liga como, por 

exemplo, o nitrato e o sulfato de Hg, os quais possuem elevada 

hidrossolubilidade. Em contrapartida, o cloreto de Hg é bastante solúvel em 



18 
 

 
 

solventes orgânicos sendo absorvido por via dérmica e via gastrointestinal 

(AZEVEDO, 2003).  

 

1.6. CICLO AMBIENTAL DO MERCÚRIO 

Ao entrar em contato com o solo ou sedimento, pode ocorrer 

absorção do mercúrio na forma insolúvel seguida de 

metilação/desmetilação. O ciclo se completa pelas rotas de precipitação, 

conversão em formas voláteis ou solúveis, reiteração deste metal na 

atmosfera ou bioacumulação na cadeia alimentar aquática ou terrestre 

(BISINOTI e JARDIM, 2004). 

As áreas geológicas conhecidas como cinturões de mercúrio, 

localizadas nas Américas, destacam-se pela maior forma de ocorrência 

natural (SAHA e LEE, 1972; SWAIN et al., 2007). O ciclo de transporte e 

distribuição do mercúrio no ambiente pode ser classificado em dois tipos: 

um local e um global. O ciclo global compreende a evaporação do mercúrio, 

circulação atmosférica de seus vapores e a posterior precipitação através 

das chuvas, quando o mercúrio retorna para a terra e para a água (LIN e 

PEHKONEN, 1999; PIRRONE e MASON, 2009). 

Apesar de carregado na natureza por meio da lixiviação das rochas 

(processo de “arraste” ou “lavagem” dos sais minerais presentes no solo, 

caracterizando uma forma inicial de erosão, ou erosão leve) ou da emissão 

de gases em áreas vulcânicas, as concentrações deste metal têm 

aumentado consideravelmente devido a atividades humanas, como a 

volatização do mercúrio decorrente da incineração de lixo urbano ou 

industrial, descarte de lâmpadas em aterros e o mercúrio decorrente da 

atividade mineradora. (AZEVEDO, 2003; LACERDA, 1997).  

 Cerca de dois anos após a liberação do vapor de mercúrio na 

atmosfera, ele é convertido na forma solúvel (Hg2+) reação feita pela 

oxidação do metal elementar e na presença de gás ozônio, água e luz solar. 

Como Hg2+, retorna ao solo através das chuvas, podendo ser convertido 

novamente em vapor no solo ou por ação de microorganismos existentes 

nas águas, voltando para a atmosfera. Desta forma, o mercúrio pode 
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recircular por longos períodos, caracterizando o ciclo global deste metal 

(CLARKSON e STRAIN, 2003). 

Hg0 (g) + O3 (aq) H2O(l)               Hg2+(aq) + 2OH¯ (aq) + O2(aq) 

Ao retornar ao solo, podem se formar sais, se combinando com uma 

infinidade de elementos como o carbeto de sódio, alumínio, chumbo, ferro e 

cloro, neste caso, originando o HgCl2. Chegando a ecossistemas aquáticos, 

ficam dissociados deixando livre a forma inorgânica Hg2+ (GUENTZEL et al., 

1996). Como um dos metais com maior potencial tóxico, é capaz de 

bioacumular-se nos organismos e biomagnificar através da cadeia alimentar 

(MOREL et al., 1998). 

 

1.7. FONTES DE EXPOSIÇÃO AO MERCÚRIO  

 No corpo humano, o Hg2+ conta com três fontes principais. A primeira é 

a absorção gastrintestinal, sendo cerca de 7% do Hg2+ contido nos alimentos 

absorvido por esta via (RAHOLA et al., 1973). A segunda fonte é a oxidação 

de Hg0, liberado de amálgamas dentários ou disponível na atmosfera, 

absorvido pelo corpo e oxidado até a forma de Hg2+ (CLARKSON e MAGOS, 

2006). Cerca de 75% do vapor de mercúrio inalado permanece no corpo. 

A terceira fonte de Hg2+ é a desmetilação de MeHg, que mesmo em 

pequena proporção no organismo pode ser convertido em Hg2+ pela 

microflora intestinal, células fagocíticas e microssomas do fígado (SUDA e 

HIRAYAMA, 1992; SUDA et al., 1993; SUDA et al., 1992). 

Outra forma de exposição ao mercúrio inorgânico ocorre a partir do 

consumo de alimentos contaminados, como peixes e moluscos de água 

doce ou salgada, uso de cosméticos contendo mercúrio em sua composição 

e timerosal. 

 Sobre o timerosal, trata-se de um composto inorgânico de mercúrio, 

usado como conservante em vacinas (CLARKSON et al., 2003), 

metabolizado no corpo humano e degradado em etilmercúrio e tiosalicilato 

(GEIER e GEIER, 2003). Sua utilização iniciou-se em 1930 e perdura até os 

tempos atuais, mantendo a linha de produção estéril, impedindo o 

crescimento microbiano durante o armazenamento e utilização (WORLD 
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HEALTH e INTER-ORGANIZATION PROGRAMME FOR THE SOUND 

MANAGEMENT OF, 2014).  

 A ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), através da 

Resolução 528 de 17 de abril de 2001, proibiu o uso deste composto nos 

medicamentos, por seu risco de causar intoxicação aos usuários. Não há, 

entretanto, um substituto eficaz para o timerosal, motivo pelo qual ele 

continua sendo utilizado em vacinas por recomendação da OMS (WORLD 

HEALTH e INTER-ORGANIZATION PROGRAMME FOR THE SOUND 

MANAGEMENT OF, 2014).  

Intoxicação em doses 7,5 mg/Kg de cloreto de mercúrio pode levar à 

falência renal, mediada por redução da NOS (óxido nítrico sintase) cerebral 

presente em células renais, com consequente redução do óxido nítrico 

(YANAGISAWA et al., 2002). 

 

1.8. EFEITOS DO MERCÚRIO NO ORGANISMO 

O cloreto de mercúrio é facilmente absorvido por ingestão ou via 

cutânea. Entretanto, uma quantidade relativamente pequena de Hg2+ 

atravessa a barreira hematoencefálica ou as membranas biológicas, sendo, 

dessa forma, excretado através da urina ou das fezes (CLARKSON, 2002; 

TAKEUCHI et al., 1989). Justamente por essa dificuldade em atravessar as 

membranas biológicas, o mercúrio inorgânico tem como principal sítio de 

toxicidade as próprias membranas e o meio extracelular (FRIBERG e 

MOTTET, 1989). 

O sistema renal sofre influência da exposição aguda e crônica ao 

mercúrio, sendo a perda da função glomerular considerada uma das 

principais alterações observadas. Considerando a sua função de extrair 

substâncias do organismo, os rins são o melhor indicador da toxicidade 

deste metal (CARMIGNANI et al., 1992). A glomerulonefrite auto-imune 

decorrente desta intoxicação causa proteinúria, oligúria e hematúria, 

alterações observadas em indivíduos que ingeriram de 3.5 a 37 mgHg/kg 

(BERNHOFT, 2012).  
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Pode-se observar, também, acúmulo de mercúrio no córtex renal 

(após exposição à forma elementar e inorgânica) (HAHN et al., 1990), bem 

como nos túbulos proximais (DANSCHER et al., 1990). 

O sistema respiratório também pode ser afetado pelo mercúrio, com 

consequente edema pulmonar, congestão, tosse e pneumonia (BLUHM et 

al., 1992; TAUEG et al., 1992). Exposição aguda provoca degeneração e 

necrose pulmonar, de acordo com pesquisa realizada por Ashe e 

colaboradores (ASHE et al., 1953). 

Alterações gastrintestinais como irritação da mucosa, com diarréia, 

náuseas e vômitos também são referidos como efeitos tóxicos do HgCl2. 

Baixas doses de mercúrio administradas por gavagem (0,1mg/kg) são 

suficientes para promover dano e aumento do estresse oxidativo no fígado 

(BANDO et al., 2005). 

  

1.9. EFEITOS DO MERCÚRIO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 Azevedo (AZEVEDO, 2003)  aponta o sistema nervoso central (SNC) 

como um importante órgão-alvo da ação do mercúrio em todas as espécies. 

A intoxicação por este metal pode causar ou agravar doenças 

neurodegenerativas (MUTTER et al., 2007). O quadro neurológico de 

intoxicação aguda inclui ataxia, disartrias, parestesia e perda de audição 

(AZEVEDO, 2003). Este composto pode ser transportado através de um ou 

mais transportadores de aminoácidos, especialmente pelo complexo cisteína, 

para o interior das células endoteliais dos vasos localizados no cérebro, 

configurando uma possível razão para o acúmulo desta substância nesta 

região (BERLIN et al., 2007; SIMMONS-WILLIS et al., 2002).  

 Embora seja pouco lipossolúvel, o mercúrio inorgânico pode ser 

detectado no cérebro, rompendo a homeostase neuronal, por mecanismos 

ainda não totalmente esclarecidos. Szumanska e colaboradores 

(SZUMANSKA et al., 1993) relatam alteração na atividade da Na/K ATPase 

no córtex cerebral como uma possível via para a absorção do mercúrio 

inorgânico pelo sistema nervoso central. 

 Estudos anteriores apontam que a absorção de mercúrio em neurônios 

está relacionada à idade. Em ratos adultos, o transporte axonal retrógrado 
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(da junção neuromuscular para motoneurônios da medula espinhal e tronco 

cerebral) é a única via para a absorção de Hg2+ por neurônios, já que a 

eletricidade desta substância impede sua passagem através da barreira 

hemato-encefálica (ARVIDSON, 1990; 1992).  

 Há evidências de que, em ratos jovens, o Hg2+ passa direto pela 

barreira hemato-encefálica e, subsequentemente, é absorvido por neurônios 

cerebrais, não sendo, porém, detectado em neurônios espinhais em 

experimentos com injeções intraperitoneais por 4 dias consecutivos em dose 

de 0,6 μg/g. Danos em neurônios cerebrais, porém, foram observados após 

exposição a dose cerca de oito vezes menor (FENG et al., 2004).  

 Este fato pode encontrar precedentes nas características da barreira 

hemato-encefálica durante o desenvolvimento. Nesta fase, a barreira 

necessita ser mais permeável para acomodar a alta demanda de nutrientes 

transportados pelo sangue para o crescimento encefálico, e nesse contexto, 

o Hg2+ pode adentrar o sistema nervoso central (ALLEN et al., 2001). O HgCl2 

é proposto como um tóxico direto à barreira, facilitando seu rompimento 

(ALBRECHT et al., 1993; PETERSON e CARDOSO, 1983). 

 O mercúrio influencia a atividade da colinesterase e monoamino 

oxidase, enzimas importantes na síntese e degradação de 

neurotransmissores (BASU et al., 2007). Alguns estudos correlacionam a 

neurotoxicidade do mercúrio com o estresse oxidativo (HUANG, Y. et al., 

2008; SHANKER et al., 2004). Um dos determinantes da toxicidade do 

mercúrio é a elevada afinidade com os grupamentos sulfidrílicos (-SH), 

fundamentais para a função normal de várias proteínas que formam as 

enzimas, canais iônicos ou receptores (BORASO e WILLIAMS, 1994; 

CHIAMVIMONVAT et al., 1995).  

 

1.9.1 Exposição das células ao HgCl2 

Quanto ao estresse oxidativo, observa-se uma forte associação com o 

cloreto de mercúrio. Animais expostos a esse composto apresentaram aumento 

das espécies reativas de oxigênio (EROs) (KONIGSBERG et al., 2001). O SNC 

é sensível a este aumento por possuir menor capacidade antioxidante do que 

outros tipos celulares (HALLIWELL, 1992). Neste tecido, as EROs agem sobre 
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enzimas, proteínas, membranas lipídicas e DNA, modificando vias de 

sinalização intracelular necessárias para a sobrevivência dos neurônios 

(DROGE, 2002; MAHER e SCHUBERT, 2000). 

A exposição aos vapores de mercúrio, que após ser oxidado se 

transforma em Hg2+ (COUNTER, 2003) resulta em tremores, déficit em 

velocidade de processamento de informação, destreza manual, velocidade 

psicomotora, distúrbios psicológicos e pode estar também associado a 

doença de Alzheimer (CLARKSON et al., 2003; ZACHI et al., 2007).  

Estudos em macacos têm verificado a presença de mercúrio inorgânico 

no cérebro, associado com aumento da contagem de células inflamatórias 

(micróglias) e diminuição na contagem de astrócitos (BURBACHER et al., 

2005; CHARLESTON et al., 1995). 

Como uma toxina eletrofílica, o Hg2+ apresenta forte potencial 

neurotóxico, sendo provável que os neurônios não tenham mecanismos de 

defesa adequado contra esta substância (SARAFIAN et al., 1994). 

O cloreto de mercúrio exerce um efeito inibitório no transporte de 

membrana que pode causar, por exemplo, inibição seletiva da captação de 

glutamato pelos astrócitos de camundongos e pelo córtex cerebral de ratos 

(GASSO et al., 2000; JUAREZ et al., 2002; MORETTO et al., 2005). 

 

1.10. MEMÓRIA 

A memória é a capacidade de reter e recuperar informações, produzindo 

alterações comportamentais e permitindo que o indivíduo se situe no presente, 

considerando passado e futuro. Engloba o conjunto de informações sobre fatos 

da vida de um indivíduo, sendo um processo dinâmico que envolve a maneira 

pela qual o cérebro apreende a informação (aquisição), armazena-a 

(consolidação) e recupera-a posteriormente (evocação). Pode-se citar, 

também, os fenômenos de extinção e reconsolidação da memória (ABEL e 

LATTAL, 2001; IZQUIERDO et al., 2006). 

A formação da memória inicia-se com a aquisição de informações 

recebidas a partir de estímulos, detectados pelos sistemas sensoriais, sendo 
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devidamente processadas. O aprendizado e a memória estão intimamente 

relacionados, pois não há memória sem que ocorra o aprendizado, embora o 

contrário não seja válido, considerando que nem todo aprendizado gera uma 

memória (STARK e SQUIRE, 2003).  

A memória pode ser classificada de acordo com o tempo de duração 

ou quanto à natureza de seu conteúdo. Conforme o tempo de duração e 

função, as memórias podem ser classificadas em (1) memória de trabalho, 

processada por atividades neurais do córtex pré-frontal (IZQUIERDO, 2002). 

Ao escutarmos uma frase, mesmo não lembrando das palavras exatas, a 

memória de trabalho nos permite lembrar a essência da informação 

proveniente da frase; (2) a memória de curta duração, que dura minutos ou 

horas, armazena poucas informações. A todo instante formamos memória de 

curta duração, usadas para lembrarmos de eventos recentes. Está envolvida 

com a leitura, a continuidade de conversas e episódios enquanto a memória 

de longa duração não está formada, atuando como um armazenamento 

temporário da memória (IZQUIERDO, 2011). 

A memória de longa duração estabelece engramas duradouros, de 

dias, meses ou anos, requerendo cerca de seis horas até sua consolidação 

(IZQUIERDO, 2011; MCGAUGH et al., 1996). Sua formação envolve a 

ocorrência de eventos bioquímicos na região CA1 do hipocampo e em suas 

projeções (IZQUIERDO et al., 1999). 

Dentre as estruturas cerebrais, destacam-se as do lobo temporal como 

sendo essenciais para a formação e processamento da memória, 

especialmente das memórias de curta e longa duração (SQUIRE, L. R., 2009; 

SQUIRE, L. R. e WIXTED, 2011; WIXTED e SQUIRE, 2011).  

No lobo temporal encontra-se o hipocampo, responsável pela criação de 

memórias declarativas, diferenciando-se das demais estruturas do lobo 

temporal por ser capaz de combinar uma grande variedade de atributos para 

formar uma memória. (IZQUIERDO, 2011; WIXTED e SQUIRE, 2011). 

O núcleo caudado, juntamente com o lenticular, forma o corpo estriado, 

que faz parte dos núcleos da base. Estes núcleos atuam principalmente sobre 

o sistema motor, mas há evidências de que estejam envolvidos também no 
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aprendizado de tarefas de condicionamento instrumental. O núcleo caudado é 

um dos responsáveis pelas memórias procedurais, mas utilizam-se do 

hipocampo e córtex entorrinal para a sua aquisição (CARLSON et al., 1993; 

IZQUIERDO, 2011). Além dessas estruturas, ressalta-se o estriado ventral, 

parte dos núcleos da base, relacionado ao armazenamento de memória 

espacial (FERRETTI et al., 2010). 

Quanto à natureza de seu conteúdo, a memória pode ser dividida em 

explícita ou declarativa e memória implícita ou não declarativa (CONNORS et 

al., 2002; SQUIRE, L.R. e KANDEL, 2003). 

As memórias explícitas dependem da atividade de neurônios 

hipocampais e estruturas relacionadas ao lobo temporal, podendo ser dividas 

em episódica e semântica. As memórias episódicas referem-se à capacidade 

de evocar detalhes de eventos passados, respondendo perguntas como “o 

que”, “onde” e “quando”. Nesta pesquisa, enfoca-se a memória espacial, uma 

forma de memória declarativa episódica, aquela que depende da habilidade de 

codificar, armazenar e resgatar informações sobre o esquema espacial ou 

temporal no ambiente, permitindo ao indivíduo orientar-se espacialmente em 

qualquer lugar, familiar ou não (SARKISYAN e HEDLUND, 2009).  

A memória semântica relaciona-se a conhecimentos gerais, contanto 

que não tenham referências espaciais ou temporais, como o conhecimento de 

idiomas e conceitos de palavras (DICKERSON e EICHENBAUM, 2010; 

RENOULT et al., 2012). 

 

1.11 ANSIEDADE 

 Estímulos nocivos ou ameaças à integridade, saúde e segurança do 

animal desencadeiam um conjunto de respostas comportamentais e 

neurovegetativas características da reação de medo. Quando, entretanto, o 

perigo é apenas potencial, ou seja, uma ameaça incerta, o comportamento 

apresentado refere-se à ansiedade (GRAEFF, F. G. et al., 1993). Pode ocorrer 

também em situações de conflito, em que um mesmo comportamento é 
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simultaneamente recompensado e punido, ou em situações novas, inibindo o 

comportamento exploratório motivado pela curiosidade. 

McNaughton e Corr (MCNAUGHTON e CORR, 2004) apontam a 

diferença entre medo e ansiedade, sendo o medo responsável pela função de 

mover o animal para longe do perigo, podendo envolver fuga, luta ou 

congelamento, enquanto a ansiedade faz com que o animal mova-se em 

direção à fonte do perigo. Ambas possuem raízes nas reações de defesa dos 

animais, ante aos perigos encontrados no ambiente em que vivem. 

A ansiedade é caracterizada como uma antecipação emocional de 

situação aversiva, de difícil controle e provável ocorrência. Trata-se de um 

fenômeno fundamental para a adaptação biológica normal, sofrendo influências 

de fatores ambientais e constitucionais e apresentando características 

diferentes (EDWARDS, 1991; GRAEFF, R. M. et al., 1998). Apresenta sinais e 

sintomas semelhantes aos do medo, mas não está nitidamente associada a um 

único estímulo provocador.  

Diversos autores fazem distinção entre estado de ansiedade e traço de 

ansiedade (BELZUNG et al., 2001; FILE, 1993; RODGERS, 1992). O estado de 

ansiedade é o estado relativo a experiências subjetivas num determinado 

momento e é aumentado pela presença de um estímulo ansiogênico. O traço 

de ansiedade, por sua vez, não varia de momento a momento, sendo um 

quadro persistente e durável, refletindo a maneira como o indivíduo interage 

com o ambiente.  
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1.12 HIPÓTESE E PERGUNTA EXPERIMENTAL 

O mercúrio é um agente de contaminação ambiental que existe na forma 

orgânica ou inorgânica e que sofre um ciclismo complexo no ambiente ou in 

vivo (MCELWEE et al., 2013). Seres humanos foram amplamente expostos a 

este metal em suas diversas formas. 

Por sua baixa absorção através do epitélio gastrointestinal (KOSTIAL et 

al., 1979; KOSTIAL et al., 1983; PIOTROWSKI et al., 1992; RAHOLA et al., 

1973) e pela dificuldade de atravessar a barreira hematoencefálica 

(CLARKSON, 2002; TAKEUCHI et al., 1989), o mercúrio inorgânico esteve por 

muito tempo negligenciado, tendo seu efeito no sistema nervoso 

desconsiderado. 

Estudos relatam a possível via de entrada do mercúrio inorgânico como 

um transporte retrógado via neurônios motores (ARVIDSON, 1992), chegando 

dentre outras regiões, ao hipocampo, segundo local de maior concentração 

deste metal no SNC (BOURDINEAUD et al., 2012).  

Mesmo sendo uma área de alta afinidade pelo mercúrio, inexistem 

estudos verificando se esta mínima quantidade que atravessa as diversas 

barreias do organismo poderia gerar alguma alteração no funcionamento dessa 

região.   

Desta forma, este estudo se propõe a determinar com testes 

comportamentais específicos se a exposição crônica ao mercúrio inorgânico 

induz déficits na memória de ratos adultos, verificando também o nível de 

acumulação deste metal no hipocampo. 
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1.13 OBJETIVO 

1.13.1. Objetivo Geral 

Investigar efeitos neurocomportamentais da exposição crônica ao 

Cloreto de Mercúrio (HgCl2) sobre os processos mnemônicos de ratos adultos. 

 

1.5.2. Objetivos Específicos 

A) Avaliar os efeitos da exposição crônica ao HgCl2 sobre a atividade 

exploratória de ratos adultos submetidos ao teste de campo aberto; 

B) Verificar os efeitos da administração crônica de HgCl2 sobre os 

processos de aprendizagem e memória de ratos adultos submetidos aos testes 

de reconhecimento social e Labirinto em T elevado (LTE); 

c) Determinar a concentração de mercúrio total em amostras de 

hipocampo de ratos adultos. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS    

Neste estudo foram utilizados 40 ratos albinos da espécie Rattus 

novergicus, linhagem Wistar, machos, com massa corpórea entre 250 e 300 g 

e aproximadamente 5 meses de vida, fornecidos pelo Biotério da Universidade 

Federal do Pará.  

Os animais foram alojados em gaiolas-viveiros de plástico, com 

dimensões de 30 cm x 20 cm x 12 cm, divididos em 4 grupos de 5 animais por 

caixa. Durante o período de alojamento, os animais foram alimentados com 

ração balanceada e água e permaneceram em uma temperatura de 25ºC em 

ciclo escuro/claro de 12 horas. 

Todos os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia 

Estrutural e Funcional do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal do Pará. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Animais de Experimentação (CEPAE-UFPA) sob o número CEPAE-UFPA: 139-

13. 

 

2.2. PROCEDIMENTOS DE EXPOSIÇÃO E FORMAÇÃO DOS GRUPOS 

EXPERIMENTAIS 

Neste estudo, utilizou-se a concentração única de 0,375mg/Kg/dia de 

HgCl2, (SZASZ et al., 2002), durante 45 dias, para o grupo intoxicado. O grupo 

controle recebeu apenas água destilada pelo mesmo tempo em volumes 

semelhantes de solução.  A administração destas soluções foi realizada por via 

oral (gavagem intragástrica).  

Por outro lado, os animais dos grupos controles positivos usados nos 

testes comportamentais, receberam os fármacos diazepam (DZP) (para o teste 

do campo aberto) na dose de 1 mg/kg, e cafeína (CAF) (para os testes de 

memória) na dose de 10 mg/kg, os quais foram dissolvidos em solução salina 

(NaCl 0,9%). As substâncias foram administradas pela via i.p, em um volume 
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de 0,1 mL/100 g de peso corpóreo, 30 minutos antes dos experimentos de 

acordo com estudos prévios (PREDIGER et al., 2005; PREDIGER et al., 2008). 

A distribuição dos grupos foi feita de acordo com dados mostrados na 

tabela abaixo: 

Quadro 1: Grupos experimentais, descrição e quantidade de animais por grupo 

Grupo Descrição Dose N° de Animais 

Controle 
Animais tratados com solução 

salina por (NaCl 0,9%) 0,375mg/Kg/dia 10 

Cloreto de Hg Animais tratados com solução de 

cloreto de mercúrio(HgCl2) 

0,375mg/Kg/dia 10 

CAF 
Controle positivo - animais tratados 

com Cafeína por via i.p. 

 

10 mg/kg 

 
10 

DZP 
Controle positivo - são animais 

tratados com Diazepam por via i.p. 

 

1 mg/kg 

 
10 

 TOTAL 40 

 

2.3. DESENHO EXPERIMENTAL 

  Para a realização desse experimento foram realizadas várias etapas 

(Figura 1). Teve início com a intoxicação dos animais com cloreto de mercúrio 

durante 45 dias. Em seguida, os animais foram submetidos a uma bateria de 

testes comportamentais com 2 dias de duração. Após o término dos testes, os 

animais foram sacrificados para a retirada do encéfalo de sua caixa craniana e 

a coleta do hipocampo, no qual foi realizada a quantificação do mercúrio total. 
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Intoxicação 

Controle 
(NaCl) 
45 dias 
N=10 

Cloreto de Hg 
(HgCl2) 
45 dias 
N=10 

Cafeína  
(CAF) 
1 dia 
N=10 

Diazepan 
(DZP) 
1 dia 
N=10 

 

Testes Comportamentais 

 

 

 

 

Coleta do Hipocampo 

 

 

 

 

 

Figura 1: Desenho Esquemático dos Experimentos. Imagens do autor, 2014. 

 

2.4. ENSAIOS COMPORTAMENTAIS 

Após 24 horas da última administração, os ensaios comportamentais 

foram realizados.  Todos os testes foram realizados em sala própria, com 

atenuação dos níveis de ruído e baixa intensidade de iluminação (12 lux). 

Campo Aberto Reconhecimento 
Social

Labirinto em T 
Elevado 

Dosagem de Hg 
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2.4.1. Campo Aberto  

Para este teste, utilizou-se uma arena que faz referência à desenvolvida 

por Calvin Hall em 1934, o qual avaliava a quantidade de defecação e urina do 

animal como índice de emocionalidade. De forma geral, a metodologia do 

campo aberto consiste em mensurar os comportamentos apresentados por um 

animal colocado em espaço aberto, o qual represente um ambiente novo e do 

qual não seja capaz de fugir. Trata-se de um modelo que permite avaliar 

medidas de exploração (locomoção, levantamento e farejamento) e medidas 

aversivas (defecação, micção e congelamento) relacionados a atividades 

motoras e características referentes à exploração e medo (WALSH e 

CUMMINS, 1976).  

Utilizou-se o aparato de campo aberto, webcam, computador e 

cronômetro. O aparelho de campo aberto foi feito de madeira coberto com 

fórmica impermeável, com uma área de 100cm2, com assoalho negro dividido 

em 25 quadrados e cercado por paredes de madeira de 30 cm de altura, 

conforme figura X. A iluminação do ambiente consistiu em lâmpada 

fluorescente branca de 80 watts, à altura de 2,6 m do centro da arena. 

O animal foi colocado no centro do aparato e exposto, individualmente, ao 

campo aberto por um período de 5 minutos, durante os quais os 

comportamentos foram capturados por webcam localizada a 1m de distância 

para posterior análise. Antes do início dos experimentos, os animais foram 

levados ao laboratório por um período de, no mínimo, uma hora, para 

aclimatação e habituação ao ambiente do teste. 

Os vídeos foram analisados e contabilizou-se o número de quadrantes 

cruzados (“crossing”) durante 5 minutos. Considerou-se a mudança de 

quadrante quando o animal ultrapassou com as 4 patas para o interior do 

quadrante adjacente, segundo Pandolfo e colaboradores (PANDOLFO et al., 

2007). Além disso, contabilizou-se o tempo central, ou seja, a permanência dos 

animais da região central do aparato bem como a taxa de rearing 

(levantamentos). 
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O objetivo da utilização desse modelo no trabalho foi verificar se a 

exposição ao HgCl2 afeta as atividades exploratórias dos animais 

experimentais, cujo prejuízo poderia mascarar ou impedir a avaliação de 

possíveis efeitos neurotóxicos nos processos cognitivos que estão sendo 

investigados e favorecer a exploração dos animais nos testes de Memória do 

Reconhecimento social e do Labirinto em T Elevado (LTE). 

 

2.4.2.  Reconhecimento Social  

A necessidade de entendimento de comportamentos complexos, como 

relação de agressão, dominância e subordinação tem recebido valorosas 

contribuições a partir de estudos sobre os processos fisiológicos, celulares e 

moleculares. Esses comportamentos têm por base encontros sociais passados, 

ou memórias de reconhecimento social (MOURA e XAVIER, 2010). 

Esse tipo de memória possui maior duração do que a memória 

operacional, mas duração menor do que uma memória espacial ou aversiva, 

enquadrando-a em um tipo específico de memória, diferente de outras 

previamente descritos (FERGUSON et al., 2002). 

Em 1933 foram publicados os primeiros estudos sobre os 

comportamentos sociais em roedores, realizados por Davis, que categorizou as 

interações sociais dos animais como comportamento de “luta”. Anos depois, 

este mesmo autor avaliou o comportamento de roedores e verificou que eles 

podem apresentar uma postura “agressiva” (DAVIS, 1933). Neste mesmo ano, 

Davis realizou uma análise detalhada dos comportamentos de ratos em 

encontros sociais em sessões de 15 minutos, verificando 60 tipos diferentes de 

posturas, incluindo as categorias previamente avaliadas de “agressão” e “luta”. 

O autor ressaltou também a ocorrência de posturas como beber, comer, auto 

catação e “postura de lado” em relação ao outro animal. 

Descrito por Dantzer e colaboradores (DANTZER et al., 1987), este teste 

é empregado para avaliar a memória social em um curto período. Consiste em 

duas exposições sucessivas, de 5 minutos cada, intercaladas por um espaço 



34 
 

 
 

temporal de 30 minutos. O parâmetro para análise é a aproximação do rato 

adulto com o juvenil. 

O rato adulto foi colocado na caixa-teste por 3 minutos e retirado em 

seguida. Após este procedimento o animal adulto foi recolocado na caixa e foi 

introduzido o animal juvenil por 5 minutos. Após 30 minutos da primeira 

exposição, os animais adulto e juvenil foram reintroduzidos na caixa-teste por 

mais 5 minutos, adotando-se os mesmos procedimentos da primeira exposição. 

Em cada exposição, o parâmetro avaliado foi a somatória de tempo usado 

pelo rato adulto para explorar/investigar (cheirar, lamber ou comportamento 

decorrente de qualquer tipo de aproximação) o rato jovem.  

De acordo com Dantzer e colaboradores (DANTZER et al., 1987), se o 

período do intervalo é menor que 40 minutos, os ratos adultos exibem 

reconhecimento deste animal juvenil, indicado por uma redução significativa no 

tempo de investigação social durante a segunda apresentação.  

Em cada exposição, o parâmetro avaliado foi o tempo em que o rato 

adulto levava para explorar/investigar (cheirar, lamber ou comportamento 

decorrente de qualquer tipo de aproximação) o rato jovem, sendo que no final 

da primeira exposição, o rato jovem retornava à sua caixa específica e era 

reexposto ao mesmo animal após 30 minutos. Este intervalo foi usado como 

uma janela temporal para testar a memória do animal. 

O tempo gasto na investigação social do rato adulto foi medido e, em 

seguida, expresso para cada animal como a relação da segunda exposição à 

primeira exposição (Ratio of Investigation Duration - RID).  

RID = Tempo da segunda exposição 
Tempo da primeira exposição 

Uma redução dessa relação reflete um aumento no comportamento de 

investigação durante a segunda exposição demonstrando uma redução na 

capacidade de reconhecimento por parte do rato adulto. Essa técnica foi 

escolhida a fim de minimizar o dia-a-dia, as variações na base de desempenho 

e para igualar as variações entre os diferentes grupos (DANTZER et al., 1987; 

PREDIGER et al., 2005). 
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2.4.3.  Teste do Labirinto em T Elevado  

O Labirinto em T Elevado é uma modificação do labirinto em cruz 

elevado, desenvolvido por Handley e Mithani (HANDLEY e MITHANI, 1984), 

com o intuito de detectar os efeitos de drogas ansiolíticas, consolidando-se 

como um modelo comportamental largamente utilizado para o estudo da 

ansiedade (VIANA et al., 1994). 

O labirinto em cruz foi a base de Handely e Mithani para confirmar dados 

publicados por Montgomery (MONTGOMERY, 1955), o primeiro a utilizar um 

modelo de labirinto elevado, demonstrando que a exposição a um braço aberto 

do aparato seria capaz de provocar nos ratos um conflito entre motivação para 

explorar um novo ambiente e o medo gerado pelo espaço aberto e altura. Esta 

relação conflituosa não era observada quando o animal explorava um braço 

fechado desse labirinto (SCHUTZ et al., 1985). 

Os modelos de avaliação de ansiedade sofrem interferências de 

processos psicobiológicos, como habilidades motoras, motivação, aprendizado 

e memória. Observa-se, entretanto, que a maioria desses modelos não 

costumava considerar os processos de aprendizado e memória, sabidamente 

envolvidos em situações de ansiedade. Além disso, há fortes evidências de 

relação entre estruturas cerebrais envolvidas na ansiedade e modulação da 

memória (GRAEFF, F. G. et al., 1993; VIANA et al., 1994). O Labirinto em T 

Elevado foi padronizado por Graeff et al (1993) e Viana et al (1994) com o 

intuito de analisar em animais os diferentes tipos de ansiedade e, ao mesmo 

tempo, avaliar a memória. 

O LTE foi desenvolvido para medir respostas relacionadas tanto ao medo 

aprendido como ao medo inato (medo incondicionado) no mesmo indivíduo, e 

simultaneamente a avaliação de memória para estes comportamentos. É 

construído por pelo menos dois ambientes e com diferentes níveis de aversão: 

frequentemente provoca medo e favorece o comportamento exploratório, 

levando a um adequado conflito de esquiva (HANDLEY e MCBLANE, 1993).  
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Este aparato consiste em três braços de madeira, cada um medindo 50 

cm de comprimento por 12 cm de largura, sendo um dos braços circundado 

lateralmente por paredes opacas de 40 cm e disposto perpendicularmente 

aos outros dois braços, que permanecem abertos. Todo o conjunto está 50 

cm do solo. Os braços abertos são cercados por uma faixa de madeira de 

1cm de altura (GRAEFF, F. G. et al., 1993; ZANGROSSI e GRAEFF, 1997). 

O procedimento adotado neste estudo foi adaptado de Silva-Júnior e 

colaboradores (SILVA et al., 2013), em que cada animal foi colocado pelo 

experimentador no fim do braço fechado com a cabeça voltada para dentro do 

labirinto com o intuito de alcançar o critério de permanecer 300 segundos no 

braço fechado (critério de esquiva). Em caso de saída do animal com as quatro 

patas para o braço aberto nesse intervalo de tempo, ele era levado até o 

campo aberto por 30 segundos e reapresentado quantas vezes necessário 

para a aquisição do critério de esquiva. 

Logo após o rato adquirir o critério de esquiva, era realizado o teste de 

fuga, em que o animal foi colocado no fim do braço aberto direito do labirinto 

para registrar a latência (tempo) que ele levava para sair com as quatro patas 

do braço aberto até sua entrada no braço fechado. Depois destes 

procedimentos, os animais retornavam às suas gaiolas. 

Após 24 horas do treinamento, foi realizado o teste de memória de longa 

duração, em que os animais foram posicionados no final do braço fechado e 

cronometrado o tempo de saída com as quatro patas para um dos braços 

abertos. 

Depois de 30 segundos, foi realizado um re-teste para verificar a memória 

de curta duração, com cada rato sendo recolocado no braço fechado do LTE, 

adotando-se o mesmo procedimento anterior. 

 

2.5. DOSAGEM DO MERCÚRIO TOTAL  

Ao final dos testes, os animais foram profundamente anestesiados com 

uma mistura de cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9 

mg/Kg). Após abolição dos reflexos, o animal foi sacrificado com a técnica de 
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deslocamento cervical. Seguiu-se, então, a exposição do cérebro e remoção do 

hipocampo para o processamento de dosagem. 

Antes dos procedimentos analíticos, todas as vidrarias e frascos utilizados 

foram submersos em solução detergente de Extran 1% (VETEC) por um 

período de 24 horas e retirada com água corrente, em seguida um leve 

enxague com solução de permanganato de potássio (KMnO4), para eliminação 

de qualquer resíduo de Hg presente nas vidrarias. Após a retirada do KMnO4 

com água corrente, as vidrarias foram, então, lavadas com solução de 

hidroxilamina a 1% (NH2OH) para retirada total do KMnO4 e finalmente lavadas 

com água destilada (AKAGI et al., 2000). 

As amostras foram pesadas (máximo de 0,5 g em peso úmido, por 

amostra) em um frasco de digestão de amostra. Em cada balão foi 

acrescentado 1 ml de água destilada, 2 ml de ácido nítrico e perclórico (HNO3-

HClO4) na proporção de 1:1(um para um) e 5 ml de ácido sulfúrico (H2SO4). 

Posteriormente, as amostras foram submetidas ao processo de digestão ácida, 

que tem como intuito eliminar elementos interferentes presentes na amostra, 

como a presença de outros metais. 

A digestão ácida é realizada em uma chapa aquecedora a uma 

temperatura de 210ºC por 30 minutos. Quando as amostras digeridas 

chegaram à temperatura ambiente estas foram aferidas com água destilada até 

o volume final de 50 ml. 

São utilizados quatro pontos para a curva de calibração, 0, 20, 50 e 100. 

A curva de calibração é utilizada para avaliar os resultados das amostras assim 

como a estabilidade do equipamento. 

Para o preparo das soluções padrões referentes à curva de calibração da 

análise de mercúrio total é necessário o preparo de uma solução padrão de 

metilmercúrio (MeHg) de 100 ppm (parte por milhão), uma solução padrão de 

MetilHg 1 ppm (1 ml da solução de 100 ppm), uma Solução de L-Cysteina 

0,01%. 

A análise de Hg total foi realizada com um Espectrofotômetro de 

Absorção Atômica disponível comercialmente como Analisador Semi-
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Automático de Mercury Modelo Hg 201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd. Tokyo, 

Japan). 

Este método é aplicado em amostras biológicas como peixe, molusco, 

sangue humano, urina e tecidos como cordão umbilical (AKAGI et al., 2000; 

SAKAMOTO et al., 2008). É um equipamento que utiliza espectrometria de 

absorção atômica por vapor frio, no qual o mercúrio bivalente (Hg2+) é 

convertido em vapor de mercúrio elementar (Hg0) no evento de óxido – redução 

ocasionado pelo Estanho (Sn2+ e Sn4+), sendo um sistema aberto de circulação 

de ar. Neste equipamento, o vapor de mercúrio gerado é circulado em uma 

bomba de diafragma a uma taxa de 1-1,5 l/min por 30 segundos para 

homogeneizar. Então, a válvula é acionada e gira 90º para entrar na célula de 

foto absorção para a medida de absorbância a 253,7 nm. 

 

2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram tabulados e submetidos ao teste de D'agostino e Pearson 

para verificar a normalidade. O teste t-student foi utilizado para a comparação 

entre os grupos exposto e controle na dosagem do Hg. Para os testes 

comportamentais foi utilizado a análise de variância (ANOVA) com critério de 

correção posteriore de Tukey. O nível de significância adotado no presente 

estudo foi de p<0,05. Os resultados foram expressos textualmente e em 

gráficos com média e erro padrão (média ±erro padrão). 
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3. RESULTADOS  

3.1. EXPOSIÇÃO CRÔNICA A HgCl2 INDUZ DÉFICITS NA ATIVIDADE 

EXPLORATÓRIA ESPONTÂNEA EM RATOS 

No teste do campo aberto foram avaliados o número de quadrantes 

percorridos, a somatória do número de levantamentos verticais dos animais e o 

tempo que estes permaneceram na área central do aparato. 

Os resultados revelam que a exposição dos animais ao HgCl2 (11,6 ± 

0,8969) não resultou em diminuição na atividade locomotora em relação ao 

grupo controle (16,6 ± 0,3399). 

O teste ANOVA, seguida do teste de Tukey para múltiplas comparações, 

revelou uma diferença significativa no número de quadrantes percorridos pelos 

animais do grupo Diazepam (DZP) (48,25 ± 2,858) em relação aos grupos 

Controle (p<0,05), e ao grupo HgCl2 (p<0,05) (Figura 2 A).  

Quanto ao tempo de permanência dos animais no centro do campo 

aberto, o teste ANOVA seguida do teste de Tukey de comparações múltiplas, 

revelou que o grupo DZP (7,407 ± 1,070) apresentou diferenças significativas 

entre os grupos Controle (2,367 ± 0,3891; p<0,05), e HgCl2 (3,218 ± 0,2436; 

p<0,05) (Figura 2 B). O grupo DZP permaneceu mais tempo na área central do 

aparato, supostamente pelo efeito ansiolítico deste fármaco 

Em relação ao número de levantamentos, o teste ANOVA revelou 

novamente diferenças significativas entre o grupo DZP (36,80 ± 3,338), em 

relação ao grupo Controle (11,50 ± 0,7923; p<0,005), e em comparação ao 

grupo que recebeu o HgCl2 (15,71 ± 1,539; p<0,005) (Figura 2 C). 
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Figura 2: Efeitos da administração de HgCl2 (0,375 mg/kg/dia) sobre a atividade 
exploratória espontânea de ratos Wistar machos avaliados no campo aberto (5 minutos). Os 
resultados são expressos como média ± SEM de: (A) total de quadrantes cruzados. (B) % de 
tempo no centro do aparato. (C) Números de Rearing *p<0,05 comparado ao grupo DZP (teste 
ANOVA). 
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3.2. PREJUÍZO DE APRENDIZAGEM E MEMÓRIA SOCIAL INDUZIDAS POR 

EXPOSIÇÃO CRÔNICA AO HgCl2 EM RATOS 

A Figura 3 mostra os resultados da exposição crônica de ratos ao HgCl2 

após 45 dias de intoxicação, na memória de reconhecimento social de ratos 

quando o mesmo rato jovem foi reexposto após um período de 30 minutos da 

primeira exposição. 

Os resultados da razão das exposições do rato jovem aos animais 

adultos, revelaram que os animais dos grupos Controle (54,15 ± 5,702), HgCl2 

(50,63 ± 6,324) e Cafeína (CAF) (56,95 ± 4,929) não apresentaram diferenças 

significativas. 

O teste ANOVA mostra que os animais não apresentaram déficit cognitivo 

na memória social, sendo capazes de reconhecer o animal jovem durante a 

segunda exposição, gastando menos tempo explorando o mesmo animal.  

 

Figura 3: Efeitos da administração de HgCl2 (0,375 mg/kg/dia) na memória de 
reconhecimento social em ratos Wistar machos. Os resultados são expressos como média ± 
SEM de RID em porcentagem. *p<0,05 comparado ao grupo CAF (teste ANOVA) 

 

 

 

3.2. PREJUÍZO DE APRENDIZAGEM E MEMÓRIA DE CURTO E LONGO 

PRAZO INDUZIDAS POR EXPOSIÇÃO CRÔNICA AO HgCl2 EM RATOS 
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Os efeitos da administração crônica durante a fase adulta tardia em 

aprendizagem e memória de curto e longo prazo, avaliados na tarefa do 

labirinto em T elevado estão ilustradas na figura 4. 

No teste do LTE, os parâmetros avaliados foram o número de 

reexposições dos animais ao aparato para a aquisição do critério de esquiva 

inibitória no braço fechado e o tempo de fuga do braço aberto. Além destes, 

avaliou-se teste e reteste, (realizado 24 horas após a primeira exposição ao 

LTE), para a verificação da retenção da memória para as respostas de 

esquiva, com um intervalo de 30 segundos. 

Na Figura 4A, observou-se que os animais do grupo HgCl2 (2,7 ± 

0,1528) necessitaram de mais reexposições ao LTE para adquirir o 

critério de esquiva que os animais do grupo Controle (2,273 ± 0,1408; 

P<0,05) e grupo Cafeína (2,0; P<0,05), sendo evidência de um possível 

déficit de aprendizado. 

A latência de fuga do braço aberto do LTE, com o teste ANOVA, 

apresentou uma diferença significativa entre o grupo HgCl2, (58 ± 6,645) e os 

grupos Controle (28,5 ± 4,0; p<0,05) e Cafeína (15,70 ± 1,719; p<0,05) 

conforme mostra a Figura 4B. Isso leva a crer que a intoxicação com cloreto de 

mercúrio pode gerar déficit na resposta de fuga que representa o medo inato 

do animal.  

A Figura 4C representa o teste e o reteste, realizados após 24 horas, 

com o objetivo de avaliar a memória de curta e longa duração dos animais. Ao 

observarmos o teste, o grupo HgCl2 (99,43 ± 31,96) obteve um tempo menor 

dentro do braço fechado em relação ao grupo controle (230,6 ± 31,28; 

p<0,05) e ao grupo Cafeína (293,9 ± 6,11; p<0,05).  
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Após 30 segundos, os animais foram novamente posicionados no 

braço fechado do LTE para a realização do reteste, com os mesmos 

procedimentos usados no teste. Observamos, nesta fase de reteste, que o 

grupo HgCl2 (220,9 ± 26,02) mais uma vez teve um rendimento inferior no 

teste, mantendo-se menos tempo dentro do braço fechado em relação ao 

grupo controle (300; p<0,05) e ao grupo Cafeína (300; p<0,05). 

Fazendo uma análise intragrupo de teste e reteste, ANOVA revelou 

uma diferença significativa apenas para o teste e reteste realizado pelos 

animais do grupo HgCl2 (p<0,05), evidenciando melhora na latência do animal 

dentro do braço fechado.   
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Figura 4: Efeitos da administração de HgCl2 (0,375 mg/kg/dia) no aprendizagem e 
memória de curta e longa duração de ratos Wistar machos avaliados pelo teste do Labirinto em 
T Elevado. Os resultados são expressos como média ± SEM de: (A) número de re-exposições 
para obtenção do critério de esquiva. *p<0,05 comparado ao grupo controle; #p<0,05 
comparado ao grupo CAF. (B) Tempo, em segundos, no braço aberto. *p<0,05 comparado ao 
grupo controle; #p<0,05 comparado ao grupo CAF. (C) Tempo, em segundos, nos braços 
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fechados para teste de memória de longa duração e curta duração. *p< 0,05 comparado ao 
grupo controle Teste (T); #p<0,05 comparado ao grupo HgCl2 R (Reteste); &p<0,05 comparado 
ao grupo CAF T; %p<0,05 comparado ao HgCl2 R; +p<0,05 comparado ao grupo CAF R (teste 
ANOVA). 

3.4. DEPOSIÇÃO DE MERCÚRIO NO HIPOCAMPO APÓS A INTOXICAÇÃO 

CRÔNICA 

A figura 5 mostra as concentrações de mercúrio no hipocampo de ratos 

(após 45 dias de intoxicação). Note-se que a concentração de mercúrio no 

hipocampo é maior do que no grupo controle (p<0,001). 

 

Figura 5: Efeitos da administração de HgCl2 (0,375 mg/kg/dia) sobre a deposição de 
mercúrio (μg/g) no hipocampo de ratos Wistar machos. Os resultados são expressos em média 
± SEM. ***p < 0,001. 
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4. DISCUSSÃO 

É bastante conhecido o fato de que mercúrio, tanto em sua forma 

orgânica quanto na inorgânica, pode provocar mudanças 

neurocomportamentais em animais e seres humanos, especialmente se a 

exposição ocorrer nas fases iniciais do desenvolvimento, acarretando déficits 

de funções motoras e cognitivas (GRANDJEAN et al., 1997; SZASZ et al., 

2002).  

 O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que intoxicação crônica 

em ratos Wistar durante a senescência acarreta danos funcionais. Esta 

exposição crônica ao HgCl2 induziu respostas relacionadas à ansiedade e 

perda de memória de curto e longo prazo, avaliadas através de diferentes 

testes comportamentais (campo aberto, reconhecimento social e labirinto em T 

elevado).  

 O sistema nervoso central é um dos sistemas mais vulneráveis aos 

efeitos tóxicos do mercúrio, destacando, nesta área, o córtex cerebral, o 

cerebelo e o hipocampo. O mercúrio é capaz de induzir diversos efeitos 

neurotóxicos que dependem de sua forma química (compostos orgânicos, 

mercúrio elementar ou sais inorgânicos) (GALLAGHER et al., 1982; MAIA et 

al., 2009).  

Encontramos na literatura atual, inúmeros relatos de que o Hg+2 é capaz 

de induzir alterações estruturais e funcionais no cérebro (ALBRECHT et al., 

1993; GAJKOWSKA e MOSSAKOWSKI, 1992; HUANG, C. S. e NARAHASHI, 

1996) embora a barreira hematoencefálica seja praticamente impermeável 

(ALBRECHT et al., 1993; CLARKSON e MAGOS, 2006; SZUMANSKA et al., 

1993).  

O mercúrio orgânico, entretanto, atravessa facilmente esta barreira e 

mesmo os sais inorgânicos (como o HgCl2), insolúveis em lipídeos e que, 

portanto, poderiam ter sua penetração impedida, são detectados no SNC após 

uma única dose ou administrações consecutivas via intraperitoneal. Estes 

estudos corroboram nossos resultados, nos quais detectou-se mercúrio no 

hipocampo (média de 0,04 μg/g) em cérebros de ratos Wistar machos.  
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O transporte de HgCl2 através da barreira hemato-encefálica pode ser 

resultante de um efeito direto da interferência de atividades de enzimas 

cerebrovasculares.  

Outros estudos sugerem que o mercúrio atravesse a barreira na forma 

orgânica ou de mercúrio elementar e no cérebro ocorra a conversão para a 

forma iônica inorgânica (GUZZI e LA PORTA, 2008; HUANG, C. S. e 

NARAHASHI, 1996; PEDERSEN et al., 1999). Moller-Madsen (MOLLER-

MADSEN, 1990) demonstraram que, após injeção intra-peritoneal de HgCl2, 

esta substância foi detectada no córtex, não sendo observada após 

administração oral (MOLLER-MADSEN e DANSCHER, 1986). Pamphlett e 

Hum (PAMPHLETT e KUM JEW, 2013), entretanto, detectaram depósitos de 

mercúrio em neurônios motores inferiores, mas não em neurônios 

corticomotores após exposição ao mercúrio inorgânico em roedores. 

Outra hipótese é que a absorção do mercúrio inorgânico parece ocorrer 

através das junções neuromusculares e, finalmente, retrogradamente 

transportada para os corpos de neurônios motores inferiores pelos seus 

axônios (ARVIDSON, 1994). 

Para avaliar a atividade exploratória dos animais foi utilizado o teste do 

campo aberto, tendo como resultado esperado a exploração do ambiente, 

apesar do estresse e do conflito provocado por este ambiente aberto que 

remete ao medo inato do animal (MONTGOMERY, 1955). Desta forma, a 

locomoção, exploração vertical e o tempo passado no centro do aparato pelos 

animais, observados no campo aberto, são os parâmetros comportamentais 

mais usados para descrever influências dos eventos da vida ou da 

administração de drogas (ARAKAWA e IKEDA, 1991; MONTGOMERY, 1955; 

REX et al., 1996). O modelo de campo aberto possibilita discutir a 

especificidade do efeito de uma droga, seja estimulante, sedativa, ansiolítica ou 

ansiogênica (LISTER, 1987). Para esta pesquisa, avaliamos somente a 

locomoção do rato pelo campo, descartando os dados sobre exploração 

vertical e auto-limpeza.  

Este teste permitiu verificar que o HgCl2 não gerou alterações nos 

comportamentos relacionados à ansiedade, com os animais deste grupo 
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apresentando resultados semelhantes aos do grupo controle. Houve diferença 

estatística apenas quando comparado ao grupo controle positivo que recebeu 

Diazepam, droga de caráter ansiolítico, servindo de parâmetro de comparação 

para a relação entre os grupos. 

O teste de reconhecimento social caracteriza-se como um modelo de 

memória olfatória de curta duração que pode sofrer prejuízo por processos 

patológicos que interferem nesses processos de aprendizado e de memória 

(PREDIGER et al., 2005).  

Em nosso estudo, não houve diferença estatística entre os grupos, 

indicando que a exposição a esta dose de HgCl2 não gera danos 

neurocomportamentais referentes à memória de curta duração. 

De acordo com Moura e Xavier (MOURA e XAVIER, 2010), uma das 

principais vantagens do uso deste tipo de teste comportamental para averiguar 

a memória relaciona-se ao fato de que a resposta dos animais independe de 

reforçadores ou punição imediatos do comportamento, dependendo apenas da 

tendência natural de ratos investigarem seus co-específicos. 

O labirinto em T elevado (LTE) é um interessante instrumento de 

pesquisa, pois permite a avaliação dos processos de ansiedade mas também 

os de memória (GRAEFF, F. G. et al., 1993; VIANA et al., 1994). O teste com a 

configuração apresentada nesta pesquisa baseia-se no protocolo de Conde e 

colaboradores (CONDE et al., 1999). As latências de saída do braço fechado 

do LTE, avaliadas na sessão teste são utilizadas para verificar o processo de 

evocação de memória.  

Trata-se de um teste que possibilita a verificação de uma experiência 

aversiva, considerando que os ratos têm medo inato de locais abertos 

(MONTGOMERY, 1955), permitindo ao animal aprender a esquivar-se do braço 

aberto se for colocado repetidas vezes para explorar o labirinto (ZANGROSSI e 

GRAEFF, 1997), um comportamento conhecido como resposta condicionada 

de medo (GRAEFF, F. G. et al., 1993; VIANA et al., 1994).  Este 

condicionamento é uma forma de aprendizado, por isso o LTE pode ser usado 

como medida tanto de ansiedade como de memória.  
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Em nosso estudo, os animais do grupo HgCl2 apresentaram diferenças 

em relação aos grupos controle e cafeína, necessitando de um número maior 

de exposições para adquirir o critério de esquiva, sugerindo que este metal 

provoca déficit de aprendizado e aquisição de memória, dados semelhantes 

aos encontrados por Sanson e Carobrez (SANSON e CAROBREZ 1999) e 

Takahashi e colaboradores (TAKAHASHI et al., 2005), os quais relacionaram o 

número de reexposições com déficits de memória.  

Na fuga do braço aberto os animais do grupo HgCl2, apresentaram uma 

latência de tempo maior para sair do braço, estudos relatam que esse 

comportamento é característico do uso de drogas ansiolíticas (Carobrez e 

Bertoglio, 2005; Kalueff e cols., 2007; Nascimento Häckl e Carobrez, 2007, 

Stern e cols., 2008), não apresentando este resultado quando analisado no 

Campo aberto.  

Com exceção do grupo HgCl2, todos os animais permaneceram no braço 

fechado do LTE, sugerindo a retenção de memória para a tarefa realizada. O 

grupo HgCl2 apresentou uma redução significante no tempo de permanência no 

braço fechado do labirinto. De Mello e Carobrez (2002), levantam que esse 

comportamento é sugestivo de um déficit na memória de longa duração.  

Ao observar o grupo HgCl2, percebemos também uma elevação na 

latência no reteste. Estes resultados sugerem uma preservação da memória 

de curta duração, evidenciando que a informação adquirida durante o treino 

esteja parcial ou totalmente consolidada, necessitando de uma espécie de 

gatilho para evoca-la, fenômeno denominado reativação, envolvendo um 

contato prévio para evocar e relembrar algo previamente aprendido (ABEL e 

LATTAL, 2001; NADER et al., 2000). Sugere-se, também, que a reexposição 

funcionaria como um novo aprendizado, possibilitando a reconstrução de 

conexões incompletas, ou seja, a reconsolidação (SCHAFE et al., 2001). 
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5. CONCLUSÃO 

A exposição crônica ao cloreto de mercúrio demonstrou depósito deste 

metal no hipocampo de ratos sem prejuízos à atividade exploratória, à memória 

olfatória de curta duração e reconsolidação, avaliada no teste do Labirinto em T 

Elevado. Houve, porém, déficit na aquisição e retenção de memórias de longa 

duração. 
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