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AVALIACAO BIOQUIMICA, HORMONAL E DE PARAMETROS DE
CRESCIMENTO NA EXPOSICAO POS-NATAL AO METILMERCURIO EM
RATOS WISTAR

RESUMO

Os efeitos do metilmercurio sobre o horménio de crescimento e a relagdo com a funcéo
hepética, peso e crescimento foram avaliados em modelo experimental de exposi¢do
aguda e subcrdnica ao mercurio em 40 ratos wistar, machos, os quais foram distribuidos
em quatro grupos: controle, agudo, subcrénico2 (SB2) e subcronico3(SB3). Medidas de
mercurio total(HgT), horménio do crescimento (GH), glicose, atividades das enzimas
ALT e AST além do peso e comprimento dos animais foram aferidos em todos os grupos.
Os resultados demonstraram que a dose de 25mg/Kg administrada foi letal para todos os
animais desse grupo. As concentracBes de mercurio medidas no pelo dos animais dos
grupos SB2 e SB3 foram significativamente maiores que os do grupo controle. Os niveis
de GH foram elevados no grupo agudo e reduzidos nos grupos subcrénicos. A reducdo da
glicemia dos animais dos grupos subcronicos foi altamente significativa em relagdo ao
grupo controle (p<0,01). As provas de fungdo hepéatica mostraram-se alteradas,
principalmente a AST. Esses resultados sugerem que, metilmercurio no modelo do rato e
nas doses administradas é hepatotdxico, é capaz de comprometer o controle da glicemia
e de promover alteracGes significativas nos niveis de GH, os quais podem interferir
principalmente no crescimento dos animais. Novos estudos sdo necessarios para melhor
compreensdo das alteracGes encontradas.

Palavras chave: Hormo6nio do Crescimento, Metilmercdrio, Crescimento e
Desenvolvimento.



BIOCHEMICAL, HORMONAL AND GROWTH PARAMETERS EVALUATION
IN THE POST-CHRISTMAS EXPOSURE TO METHYLMERURUS EXPOSURE
IN WISTAR RATS

ABSTRACT

Abstract

The effects of methylmercury on growth hormone and its relation to liver function, weight
and growth were evaluated in an experimental model of acute and subchronic exposure
with mercury. Forty wistar rats were divided into four groups: control, acute, subchronic2
(SB2) and subchronic3 (SB3). Measurements of total mercury (HgT), growth hormone
(GH), glucose, ALT and AST enzyme activities, body weight and length of animals were
measured in all groups. The results demonstrated that the dose of 25mg/kg was lethal for
all animals in this group. The concentrations of mercury measured in the hair’sfrom the
SB2 and SB3 groups were significantly higher than in the control group. GH levels were
elevated in the acute group and reduced in the subchronic groups. The reduction of
glycemia in the subchronic groups was highly significant in relation to the control group
(p <0.01). The ALT and AST enzyme activities were altered. These results suggest that
methylmercury high doses administered is hepatotoxic, able of to compromise glycemic
control and to promote significant alterations in GH levels, which may interfere in the
growth of the animals. However, other studies are required to understand the alterations
found.

Keywords: Growth Hormone, Methylmercury, Growth and Development.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT Alanina aminotransferase

AST Aspartatoaminotransferase

cm Centimetros

dp Desvio-padréo

EROS Espécies reativas de oxigénio

g Grama

GSH Glutationa

GH Hormonio do crescimento

Hg Mercdrio

HGRH Hormonio liberador do horménio do crescimento
HgT Mercdrio total

IGF-1 Fator de crescimento insulina-simile
kg Quilograma

Md Mediana

MeHg Metilmercario

SB2 Grupo subcrdnico nimero 2

SB3 Grupo subcronico niumero 3

X Média Aritmética

> Soma
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1.INTRODUCAO

O Mercurio é um contaminante ambiental oriundo de eventos naturais e de
atividades antropogénicas. Ele existe no ambiente em trés diferentes formas quimicas:
vapor de mercdrio elementar, sais de mercUrio inorganico e compostos organicos. O
metabolismo e os efeitos toxicos em humanos e animais parecem similares e sdo
dependentes de sua forma quimica. Os compostos organicos de mercurio tém sido
amplamente estudados em humanos com relagdo a toxicidade sobre o
neurodesenvolvimento infantil, em particular, na exposicdo pré-natal. As evidencias
epidemioldgicas e em estudos envolvendo modelos experimentais indicam que o SNC
em desenvolvimento é o alvo preferido para os efeitos deletérios do metilmercario

(DEBES et al, 2006; CLARKSON, 2006; DAVIDSON, 2011).

Em humanos, varios estudos mostraram os efeitos da neurotoxicidade na
exposicdo pré-natal a baixos niveis de exposicdo. Em longo prazo, a exposi¢cdo ao
metilmercdrio pode causar prejuizo no desenvolvimento de criangas expostas atraves da
dieta. Em modelos animais, ratos tém sido escolhidos por reproduzirem em laboratério
os efeitos da exposicao aos diferentes compostos de mercdrio tanto na fase pré como pos-
natal. No periodo pds-natal os roedores apresentam um rapido desenvolvimento, distinto
em fases que evoluem do nascimento ao final do periodo de desmame. Além disso,
roedores jovens apresentam periodo pés-natal inicial onde ha marcado desenvolvimento
e crescimento dos 6rgdos e do corpo. Esseestagio tem sido chamado “fase do rapido
desenvolvimento cerebral’’, € 0 cérebro é destacado por ser o 6rgdo fundamental no
desenvolvimento de um organismo, além de reproduzir lesdes que sdo observadas em
humanos expostos ao mercurio. Os trés periodos principais correspondem todos a idade

de aleitamento materno, comegando ao nascer e continuando até entorno de 3 semanas



(primeiro estagio: de 0 a 6 dias, 0 segundo estagio vai de 8 a 12 dias e 3° estagio entre 0
17 ao 23 dia da vida pds-natal). Durante o estagio do crescimento cerebral hd uma notével
sintese de RNA, DNA, proteina e mielina e consequente aumento no volume e peso dos
6rgdos (BRAGADIN et al, 2002; CASTOLDIet al, 2008; MELO et al, 2012;

BITTENCOURT et al, 2013; SOUZA et al, 2014).

Quanto ao género, alguns estudos ttm mostrado que ratos machos sdo mais
susceptiveis a intoxicacdo ao cloreto de mercurio (HgCl2) do que ratos fémeas
(MALAGUTTI et al, 2009; EKSTRAND et al, 2010).Por essas caracteristicas este

modelo tem sido utilizado para esclarecer varias questdes observadas em humanos.

Na exposicao pos-natal, os estudos realizados em roedores buscaram demonstrar
os efeitos sobre a atividade neurocomportamental. Dreiemet al, (2009) utilizaram animais
submetidos a uma exposi¢do subcrénica ao metilmercdrio para analisar os efeitos sobre
o sistema dopaminérgico e verificaram que o transporte de dopamina estava alterado. Em
outro estudo,Sokolowskiet al, (2011) verificaram que, ratos com sete dias submetidos a
baixos niveis de exposicdo ao MeHg sdo capazes de desenvolver neurotoxidade que é

dependente de aumento das caspases, enzimas relacionadas a apoptose.

Ratos “wistar” jovens mostraram alteracbes nas enzimas hepéticas quando
submetidos a exposicdo subcronica, sugerindo que essa espécie pode ser considerada
modelo para estudos de toxidade hepatica causada pelo mercurio (GARLET et al, 2009).
Animais adultos machos submetidos a intoxica¢do por mercirio mostraram aumento da
peroxidacdo lipidica e nas atividades das enzimas hepaticas no plasma, a
alaninaaminotransferase (ALT)e aspartatoaminotransferase (AST), ambas marcadores de

lesdo hepatica (AGARWAL et al, 2010; PAL and GHOSH,2012).
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Peso e estatura sdo parametros antropométricos muito utilizados para avaliar
estado nutricional de criangas (MONTEIRO, et al 2016). Na exposi¢do ao mercurio sao
escassos 0s estudos tanto em humanos como em modelos de animais experimentais, em
particular na exposicdo pos-natal. Em humanos, recentes estudos demonstraram que
metilmercurio oriundo da dieta ndo afetou o peso, porém mostraram indicios de alteracdo
estatural (XAVIERet al, 2011;LIMA et al, 2015). Em modelo animal, Sakamoto et al,
(1993) também havia avaliado o peso de ratos submetidos ao metilmercurioe demonstrou
que o ganho de peso do corpo desses animais variounas diferentes fases do

desenvolvimento.

H& evidencias que exposicdo a quimicos ambientais considerados disruptores
enddcrinos podem estar associados ao diabetes e a obesidade (LEE et al, 2006;
VASILIUS et al, 2006). E vasta a literatura sobre a relagio da glicemia com o peso, em
humanos. Porém, é muito escassa em modelo animal exposto ao mercurio. Por outro
lado, ndo se conhece o comportamento do comprimento dos animais e sua relagdo com o
horménio de crescimento. Este é o primeiro estudo que avaliou os efeitos do
metilmercdrio sobre o comprimento dos animais e sobre os niveis do horménio de

crescimento.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. O Mercurio

Pertencente a classe dos metais, 0 mercurio é liquido a temperatura ambiente, ndo
tem cheiro e apresenta uma cor prateada. O uso do mercurio pelo homem é relatado em
documentos histdricos antes da era Crista. P0Os era cristd, sabe-se que gregos, chineses e
romanos herdaram o conhecimento do uso do mercdrio dos egipcios. O uso do metal
alcancou todo o continente europeu e foi estudado cientificamente pela primeira vez por
alquimistas gregos e romanos. Posteriormente 0s romanos utilizaram o termo
“hidrargirium” e determinaram sua simbologia como Hg. O metal foi caracterizado
qguimicamente como um “metal pesado” de cor prateada que ocorre em estado fisico
natural liquido a temperatura ambiente. Atualmente sabe-se que é um metal com alta
densidade (13,6 g/mL) e bastante volatil, liquefazendo-se a temperatura em torno de
38,9°C. Com ampla distribuicdo no ambiente, o metal, ndo apresenta nenhuma funcio
bioldgica benéfica as diversas reacdes bioguimicas e fisiolégicas que ocorrem no

organismo humano (BISINOTI & JARDIM, 2004).

Quimicamente o mercdrio pode figurar no ambiente sob a forma de compostos
inorganicos e organicos. As formas inorganicas podem se apresentar como mercurio
elementar (Hg®) e bivalente (Hg™). O metilmercurio (MeHg) é a forma orgénica que
acarreta neurotoxicidade (MALAGUTTI, et al 2009). Devido as diversas espécies
quimicas, este metal é bastante utilizado nas industrias e nos processos artesanais de
extrativismo mineral, 0 que provocou Vvarios acidentes, muitas vezes letais a salde
humana. O mercurio metalico é utilizado na fabricacdo de termdmetros, amalgmas
dentarios, termostatos, bardmetros, baterias, entre outros (ROOS, 2009; LOHREN,

2015).
12



Os vapores de mercUrio sdo estaveis e podem residir no ambiente por até um ano.
O mercurio metalico pode ser captado pela vegetacdo e ser introduzido ao solo, ou
oxidado lentamente na atmosfera, gerando ions de mercurio que serdo trazidos ao solo,
lagos e rios através das chuvas. Outras formas como cloreto mercuroso e o
citratomercurico foram utilizados na composicéo de cremes anti-sépticos, diuréticos e na

fabricacdo de chapéus, (MALAQUIAS, 2015).

2.2. Mercurio e meio ambiente

O mercurio € considerado um poluente ambiental de alto risco, sendo regulado
pelaUS EPA (United States Environmental ProtectionAgency). A preocupacao a respeito
da poluicdo do mercurio surge dos efeitos a satde decorrentes da exposi¢do por mercurio
metilado (que é extremamente toxico) encontrado na agua e alimentos aquaticos (US

EPA, 1997).

O mercurio inorganico pode ser convertido em metilmercurio e dimetilmercdrio
pela acdo de microrganismos (bactérias metanogénicas), particularmente nos sedimentos
de grandes rios e mares. A biotransformacdo do mercurio inorganico em metilmercurio
representa um sério risco ambiental visto que ele se acumula na cadeia alimentar aquatica
por um fenébmeno chamado bioamplificacdo, isto é, a concentracdo do metal aumenta a
medida que ele avanca nos niveis troficos. Portanto, por ter a capacidade de permanecer
por longos periodos nos tecidos do organismo, este elemento podera ser encontrado nos
peixes predadores da extremidade da cadeia em concentragdes elevadas, culminando,

finalmente, no regime alimentar dos humanos (SOUZA et al, 2014).

A maioria dos rejeitos de mercurio liberados ao ambiente sdo provenientes de

fontes antropogénicas, sendo residuos industriais ou de garimpos de ouro. Estima-se que
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no Brasil j4 foram lancadas cerca de 200 toneladas/ano de mercurio no ambiente

(LACERDA, 1997; XAVIER, 2011).

A disponibilidade do mercurio nos diferentes compartimentos ambientais esta
diretamente ligada as formas quimicas do metal, isto €, metalicas, organica e inorganica.
O merctrio metalico (Hg®) ocorre sob a forma liquida no ambiente, e por alteragdes de
temperatura e pressdo volatilizam. Este vapor (gads monoatémico) é extremamente toxico
e permanecer na atmosfera por tempo variavel. Na atmosfera o Hg® pode sofrer oxidagao,
a partir da reagdo com o0 0zonio (O3) e pela agéo da luz solar, acarretando a perda de um
e dois elétrons, sendo convertido aos estados mercuroso (Hg*') e mectrico (Hg*?),
respectivamente. O tempo de permanéncia do mercurio metalico na atmosfera é estimado
entre seis dias a dois anos, dependendo das condi¢des climaticas locais. Devido a variagao
de tempo de permanéncia do metal na atmosfera, a probabilidade da contaminagéo

ambiental se estender a areas longinquas é elevada (CAMARA et al, 2001; UNEP, 2013).

- Hg® 2.000
Hg" T Hg' H
Hg™ & H I“o. ...“u- e

9
~ 3.000
Evaporagilo %
2.000
2.000°

Todos os fluxos em ton/ano

-
- ME-Hg
Aguns = == 5.000 ¢

Total de Hg mobilizado para a
. RS

Total de Hg mobilizado para a
atmosfera na era pré-
antropogénica:
1.600 t

joreees ewmmare -2

Fonte: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA)

T

Figura 1. Ciclo biogeoquimico do mercurio.
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Existem relatos de diversos acidentes causados pelo uso indiscriminado do
mercdrio e seus compostos em todo o mundo acarretando grandes impactos sobre
diversos grupos populacionais as comunidade, o que levou a pesquisar para melhor
caracterizagdo dos efeitos toxicos deste metal sobre a salde humana. Dentre esses
acidentes ocorridos pelo mundo, destacam-se o de Minamata, no Jap&o que resultou em
dezenas de mortes e centenas de sequelados neuroldgicos, conforme Harada, (1998). A
causa de intoxicacdo foi a ingestdo de peixes contaminados por metilmercurio produzido
por uma fébrica de aldeido acético, cujo rejeito foi lancado diretamente na Baia de
Minamata contaminando o pescado utilizado pela dieta dos pescadores e familiares da
regido. Apos anos de estudo e observagdes dos sinais e sintomas, a doenca foi denominada
de doenca de Minamata, a qual foi considerada o primeiro grande relato de contaminagéo
ambiental e exposicdo humana por mercurio organico envolvendo diretamente a cadeia

alimentar (HARADA, 1998; MAGNO, 2009).

Na década de 70, do século passado, um acidente de grande proporc¢éo atingiu o
Iraque devido ao consumo de paes fabricados com trigo tratado com praguicidas contendo
mercurio.Outro acidente similar, porém, com menor gravidade ocorreu no Canada,
causado por uma fabrica de soda caustica que utilizava 0 mercurio como catalizador

(XAVIER, 2003; AMORAS, 2011).

2.3. Toxicidade do mercdrio

O mercurio e seus compostos sdo quimicamente ativos e dependendo da
concentracdo no tecido animal, pode desnaturar proteinas, inativar enzimas e modificar
membranas celulares com prejuizo de suas funcdes, podendo causar morte celular e
destruicdo tecidual. Os danos em nivel celular sdo graves e estdo associados ao estresse

oxidativo, peroxidacao lipidica e disfungdo mitocondrial, além de perturbar a transmisséo
15



sinaptica, a formacdo de microtibulos e o transporte de aminoacidos (MALAQUIAS,

2015).

Quase todas as propriedades bioldgicas do mercurio podem ser explicadas por sua
grande afinidade pelos radicais sulfidrila — SH - de proteinas, enzimas e substancias de
menor peso molecular como a coenzima A e 0 aminoécido Cisteina (Cys). A ligagdo com
os radicais SH se faz facilmente por ligacdo covalente simples. Estudos sobre a
toxicocinética do metilmercurio revelaram que esta forma organica possui maior
solubilidade quando comparada a forma inorgéanica. Sendo assim, o metimercurio tem
plena passagem pelas membranas celulares e absor¢éo em torno de 90% a 95% pelo trato

gastrintestinal (US EPA, 1997; BISINOTI & JARDIM, 2004).

O metilmercurio ingerido e absorvido pelo trato gastrintestinal sofre intenso efeito
de primeira passagem, sendo excretado pela bile, e novamente reabsorvido. Pequena
fracdo € excretada pelas fezes como um complexo glutationa-metilmercario. Parte do
mercurio presente na bile pode sofrer recirculacdo entero-hepatica prolongando desta
forma a meia vida no organismo (NORSERTH & CLARKSON, 1970; DUTCZAK et

al,1991; CORTES, 2008).

Quanto a excrecdo, somente 10% do MeHg tem excrecdo renal, o restante retorna
a circulacdo enterro-hepatica ou sofre a desmetilacdo em nivel intestinal e sistema
imunologico, sendo que a maior parte desse MeHg € eliminado na forma inorganica. No
figado, as células hepéticas convertem o MeHg a forma inorganica, outro local que
também ocorre essa conversdao sao nas células astrogliais do cérebro. O mercdrio
inorganico tem sido a principal forma encontrada em tecido de humanos que foram a

Obito apds exposicao prolongada ao MeHg (PATRICK, 2002).
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A intoxicagdo por mercurio inorgénico é caracterizada por agressdo ao sistema
gastrointestinal, tabulos renais e sistema respiratério (apds a exposicdo por inalagéo),
enquanto a intoxicacao crdnica por mercurio inorganico pode ser neurotoxica. Compostos
de mercurio inorgénico causam coagulacdo da mucosa do trato alimentar, propiciando o
desenvolvimento répido de gastroenterite. Os animais que sobrevivem aos distirbios do
trato alimentar e absorvem mercdrio podem apresentar sintomas de lesdo nos capilares
periféricos, os existentes nos pontos por onde o mercdrio é excretado, podendo resultar
em nefrose, colite e estomatite (BONACKER et al, 2004; CORTES, 2008; GARLET et

al, 2009).

A toxicidade crbnica ocorre quando séo ingeridas pequenas quantidades de
mercurio inorganicas por longos periodos. A sindrome consiste em depressao, anorexia,
emaciacgdo, andar rigido, podendo progredir para paresia, alopecia, prurido, petéquias,
diarréia persistente, fraqueza, coordenacao, convulsdes e morte. A toxicidade aguda por
mercurio pode ser decorrente da ingestdo acidental de compostos contendo esse metal,
principalmente o cloreto de mercurio que é venenoso ou fungicidas mercuriais organicos

(BERNHOFT, 2012).

O envenenamento também ocorre como absor¢cdo em excesso de uma solucéo
antissépticabiclorada ou pela absor¢édo de iodeto mercurio, em decorréncia da inalacdo de
vapores provenientes do mercurio metalico. Nesses casos, 0s sinais clinicos que surgem
em questdo de horas sdo dor de coélica intensa, vomito,ediarréia. A principal leséo é de
gastroenterite grave e talvez hemorrégica. A mucosa gastrica sofre necrose de coagulacao,
uma alternacdo comparavel a que ocorre nos tecidos submetidos a fixadores mercuriais
no laboratorio de patologia.O sistema nervoso central (SNC) é bastante suscetivel as

diferentes formas de mercurio, particularmente ao mercurio metalico e metilmercurio. Os
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sintomas marcantes da intoxicacdo pelo mercirio metalico sdo tremores, alteragdes
visuais e auditivas, insdnia, cefaléia, alteracdes de personalidade e perda de memoria,

irritabilidade e nervosismo (CASARETT, 2001).

Na intoxicagdo cronica pelo metilmercurio ha evidencias que o tecido nervoso
pode apresentar sinais de neuropatias e sindromes semelhantes a esclerose lateral
amiotrofica, podendo ocorrer tambem, distUrbios sensoriais, ataxia cerebelar e disartria.
Em ordem de susceptibilidade, as criangas apresentam maior risco de agressao ao SNC
quando comparadas aos adultos(LEBEL, et al 1998). A compreensdo se torna clara
quando se observa que o metilmercirio pode atravessar a barreira placentaria e causar
danos ao feto. No periodo pés-natal, as criangas podem ser expostas através do leite
materno. Tavareset al, (2005), afirmam que o metilmercurionas criancas pode acarretar
perda de coordenacdo motora, déficits de desenvolvimento, alteracdo na fala e

movimentos finos e ainda um impacto deletério sobre o quociente de inteligéncia.

2.4. Complexo Metilmercurio, Glutationa e L-Cisteina.

A glutationa (GSH) é um potente antioxidante que atua na biotransformacéo e
eliminacdo de uma série de xenobidticos e na defesa de células contra o estresse oxidativo.
E 0 mais abundante tiol de baixa massa molecular. Na verdade, trata-se de um tripeptideo
encontrado em altas concentracdes no meio intracelular, apresentando-se constituida pelo

acido glutamico, a cisteina (Cys) e a glicina (HUBER & ALMEIDA, 2008).

HS
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Fonte: Universidade de Brasilia — Unb - https://radicaislivres97.wordpress.com/2013/07/
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Figura 2. Estrutura molecular da Glutationa (GSH).

A biossintese da GSH ocorre no meio intracelular (exceto em células epiteliais)
pela acdo consecutiva de duas enzimas. A GSH promove a detoxificacdo dos xenobioticos
em trés fases: I, Il e Ill. Apesar de distintas, todas estdo interligadas. As fases | e 1l
promovem a transformacdo dos xenobidticos em espécies sollveis em agua, 0 que
consequentemente reduz a toxicidade. A fase Ill é responsavel pelo transporte dos
metabolitos para o exterior da célula e consequente excre¢do (PATRICK, 2002; HUBER
& ALMEIDA, 2008).

Na corrente sanguinea o metilmercurio vai estar atrelado as albuminas as
hemaécias e a glutationa e/ou a cisteina. Quimicamente sabe-se que o MeHg se liga ao
grupamento tiol da cisteina, formando um complexo (MeHg-Cys) que facilita o transporte
de mercurio para os tecidos, além de ser um dos principais fatores que levam a reducéo
dos niveis de GSH. A consequéncia € um aumento do numero de EROS e possiveis

inicios de lesdes celulares.
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Complexo metiimercaric-cisteina

Fonte: PUC-RJ - http://www.maxwell.vrac.puc-rio.br/21195/21195_2.PDF
Figura 3. Formacdo do complexo metilmercurio-cisteina

2.5. Lesoes celulares causadas pelo metilmercurio
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Lesdes celulares podem desencadear alteracdes e/ou perturbagdes sobre o pleno
equilibrio de um sistema que em condi¢Bes normais desempenham funcdes muito
especificas. As lesdes celulares surgem quando séo excedidos os limites da capacidade
de adaptacdo ao dano ou ndo é mais possivel uma resposta adaptativa, a partir dai,
seguem-se uma sequéncia de eventos que irdo caracterizar a lesdo celular. Essas lesoes
podem assumir carater reversivel, mas dependendo da agressdo e de sua intensidade
inicial e prolongamento, a lesdo pode se tornar irreversivel e levar a morte celular.
Inimeras podem ser as causas de lesBes celulares, entretanto, as mais frequentes sdo
causadas por hipdxia quando ha perturbacdo da respiracdo oxidativa aerébica, agressdo
por agentes fisicos, agentes infecciosos, reacGes imunoldgicas, distlrbios genéticos,
desequilibrios nutricionais e por fim agdo de agentes quimicos e drogas, 0s xenobiéticos

(ROBBINS, 2004; KING, 2007).

Xenobio6ticos como o mercdrio podem agredir quatro sistemas intracelulares vitais
as células, comprometendo a integridade das membranas celulares, respiracdo aerdbica
envolvendo a fosforilagdo oxidativa e producdo de ATP, a sintese de proteinas e a
preservacdo da integridade do material genético contido no nacleo celular. Estudos
comprovam que o metilmercurio interage diretamente com 0 DNA e RNA, causando
reducdo da sintese de proteinas e desarranjo na estrutura dos microttbulos, alem de
produzir estresse oxidativo nas células (AMORIM et al, 2000; BONACKER &

STOIBER, 2004; PEREIRA et al, 2012).

A inducdo da lesdo causada pelo metilmercdrio estd intimamente ligada a
afinidade com os grupamentos sulfidrilas das proteinas. A partir de entdo o metal
consegue desestabilizar sistemas bioquimicos complexos como a alteracdo da

permeabilidade da membrana celular interferindo diretamente na homeostase do célcio

20



por exemplo. De acordo com Roos (2009), o mercurio pode causar um influxo de calcio
gerando a citoxicidade pelo célcio, o que pode levar a uma disfun¢do mitocondrial, pois
o influxo vai fazer com que a mitocondria aumente a captacdo de calcio causando
despolarizacdo e inchaco mitocondrial. Ainda segundo o autor, esses fatores podem

contribuir para o aumento do nimero de EROS e finalizar em apoptose/morte celular.
2.6. Hormonio do crescimento e Somatomedina

O hormonio do crescimento (GH) é sintetizado e secretado pela adenoipofise,
atuando principalmente no metabolismo e crescimento humano. Este hormonio também
é conhecido como horménio somatotrépico ou somatotropina. E uma pequena molécula
protéica constituida de 191 aminoacidos em cadeia Unica, e sintetizado e secretado por
somatotrofos (células secretoras de horménio) presentes na hipéfise (SILVERTHORN,

2003).

Esse hormdnio é importante na atuacdo sobre o crescimento e esta na dependéncia
da producdo de somatomedinas, também conhecidas como fatores do crescimento. Seus
efeitos vdo além da estimulacdo do crescimento no organismo. Este horménio exerce
diversos efeitos metabolicos como: aumento da sintese de proteinas na maioria das
células, aumento dos acidos graxos livres como fonte alternativa de energia e reducédo da
utilizacdo da glicose. Em sintese, 0 GH potencializa quase todos os aspectos da captacdo
de aminoacidos e da sintese de proteinas com intuito de evitar a degradacdo protéica

(GUYTON & HALL, 2002).

O controle do GH é multifatorial, envolvendo varios 6rgdos e mediadores
neuroquimicos. Especificamente, a secrecdo de GH é mediada por dois horménios

hipotaldmicos: o hormoénio liberador do horménio de crescimento (HGRH) e a
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somatostatina que € o0 horménio de inibicdo do GH. De acordo com
Frackelton&Christensen (1998), a producdo de GH estéa sob controle primario do sistema
nervoso central (SNC) em resposta a multiplos fatores, como estresse, sono, ritmo
circadiano, exercicio fisico, hipoglicemia, aminoécidos como a arginina, drogas e outros

horménios, que incluem a testosterona, estrogénio e tiroxina.

Estes fatores promovem a producdo do (HGRH) no hipotadlamo, o qual é
responsavel pela producdo e liberacdo de GH pela hipdfise, que é usado para estimular o
metabolismo celular em tecidos-alvo do corpo. O horménio do crescimento também
estimula a producdo de outro peptideo hormonal, o fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1), também denominado somatomedina, que estimula o metabolismo
celular e o crescimento em tecidos alvo do corpo, assim como o GH. Contudo, atua como
regulador negativo, controlando a producdo de GH e GHRH. (BIANCO &RABELDO,

1999; SILVERTHORN, 2003; DE PAULA & CZEPIELEWSKI, 2008; SANTOS, 2015).

De acordo com Aron et al, (2000), o GH promove o crescimento linear, mediado
pelo IGF-1, que aumenta a sintese protéica, promovendo a captacdo de aminoacidos e

acelerando diretamente a transcricéo e translagdo do RNAm.

Basicamente os efeitos organicos associados ao GH sdo causados através de uma
substancia chamada IGF-1 ("Insulin-LikeGrowth Factor-1 ou Fator de Crescimento
Insulina Simile-1"). O figado e outros tecidos sdo estimulados pelo Horménio de
Crescimento a secretar o IGF-1 que é a substancia responsavel pelo aumento da massa
muscular, diminui¢do do percentual de gordura, crescimento dos nervos e 0ssos, aumento
do colageno com reducdo das rugas da pele, aumento da energia e das funges mentais,
neuroldgicas e sexuais. Uma vez a hipdfise recebendo o sinal estimulante positivo, ela

entdo secreta GH que em troca estimula o figado para produzir IGF-1. Esta € a substancia
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que esta comumente medida como um marcador de substituto para produgédo de GH. Uma
vez que os niveis de IGF-1 sdo bastante altos, uma mensagem de realimentacdo é
mandada de volta a hipofise e o hipotdlamo para modular secre¢do de GH adicional

(JUNNILA et al, 2013).

A deficiéncia do GH causa nanismo (baixa estatura) em criangas. No adulto, a
falta de GH ocasiona diminuicdo da absor¢do de célcio, diminuicdo do fdsforo
plasmético, aumento da uréia e aminoacidos plasmaticos, diminuicdo da densidade
muscular e dssea, reducdo do rendimento cardiaco, aumento do tecidoadiposo, aumento
do colesterol ruim, reducdo na produgdo de colageno, queda do rendimento fisico e
prejuizo da funcdo cognitiva. Esta deficiéncia pode estar relacionada a falta do proprio
GH, falta de GHRH, deficiéncia na secre¢do de IGF-I ou problemas com 0s receptores

(GUYTON, 2002; ALMEIDA, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes bioquimicas, hormonais e os parametros de crescimento na
exposicao pos-natal de ratos wistar submetidos a diferentes niveis e tempo de exposi¢do

ao mercdrio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Demonstrar a exposic¢do pos-natal ao metilmercurio em modelo experimental do
rato wistar;

2- Verificar as alteragfes bioquimicas (glicemia e de funcdo hepética) associadas a
exposicdo pos-natal nas fases aguda e subcronica da intoxicacéo pelo metilmercurio;

3- Identificar o potencial xenobidtico do metilmercurio sobre o horménio de
crescimento (GH);

4- Analisar a evolucgdo ponderal dos animais em funcéo do tempo e da dose de
exposicao subcronica;

5- Analisar a evolucdo do crescimento linear (comprimento) dos animais em

funcéo do tempo e a dose de exposicao subcronica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais empregados - Populacdo de estudo e condicionamento

Para execucdo do projeto foram utilizados 40 espécimes de ratos machos da

linhagem “wistar”, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Para.

Os animais foram selecionados rigorosamente, e 0s pesos dos componentes de

cada grupo ndo excederam 20%, a partir do 21° dia de nascimento.

Os procedimentos experimentais, assim como o condicionamento dos animais em
condigBes adequadas de alojamento e manejo foram realizados no Biotério do
Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Pard (UFPA) sob parecer técnico do Dr. Moisés Hamoy. Levou-se em
consideragdoos seguintes fatores ambientais: temperatura, umidade relativa,
luminosidade, exaustdo eficiente e manutencdo da integridade de barreiras sanitérias,
garantindo desta forma, que animais pudessem responder de forma adequada e

homogénea aos experimentos.

Os animais receberam 10 g/dia de dieta balanceada (Nuvilab CR-1) composta por
milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato
bicalcico, cloreto de sodio, premix vitaminico mineral e aminoacidos. A agua foi

disponibilizada ad libitum.

A solugédo de MeHg foi administrada via gavagem. Para o melhor controle das
doses administradas os animais foram pesados diariamente e qualquer alteragdo implicou

no ajuste da dose.
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4.2. Exposicdo dos animais ao MeHg

O tratamento com MeHg foi realizado por via intragastrica com auxilio de
gavagem e com doses de 2, 3 e 25 mg/kg/dia de MeHg. Para o grupo controle foi utilizado
agua destilada. Os animais foram divididos em 4 (quatro) grupos compostos por 10
animais cada. Aqueles tratados foram diferenciados pelo tempo de exposi¢do ao MeHg
em Agudos (AG) (submetidos a exposicdo aguda — 24h), subcrénico SB2 (sete dias de
tratamento) esubcrdnico SB3 (14 dias de tratamento). Os animais submetidos a exposi¢ao
aguda (grupo AG) receberam 25mg/kg e foram sacrificados com 24h. Os animais
submetidos a exposicdo subcrbnica, pertenciam aos grupos SB2 e SB3. O grupo SB2
recebeu tratamento por 7 dias com uma dosagem de 2mg/kg/dia e o grupo SB3 foi tratado
por 14 dias com uma dosagem de 3mg/kg/dia. O procedimento de exposi¢do ocorreu
sempre as 9:00h da manhd de cada dia e no ato da administracdo as dosagens foram

ajustadas de acordo com o peso.

Ao término dos dias da exposic¢do, os animais foram transportados para uma area
anexa ao Laboratorio Experimental, onde foram preparados para a coleta do material

bioldgico e laparotomia.

4.3. Avaliacdo do desenvolvimento dos animais

4.3.1. Avaliagao ponderal

A avaliagdo ponderal dos animais foi realizada a partir da tomada de medidas de
peso (em gramas) com auxilio de uma balanga de marca filizola com precisdo de 0,1g. A

afericdo do peso foi realizada sempre antes da administracdo das dosagens de exposicao.
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4.3.2. Avaliacdo do comprimento

O comprimento dos animais foi aferido com uso de uma fita ineléstica
inextensivel, em centimetros, tomando o comprimento naso-caudal. Os animais foram

medidos inicialmente e com sete e quatorze dias de acordo com as etapas do experimento.

4.4. Procedimentos anestésicos, cirdrgicos e laparotomia.

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados em condicdes assépticas, no
Laboratdrio Experimental do biotério do Laboratdério de Farmacologia e Toxicologia de
Produtos Naturais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFPA. Os animais foram
anestesiados com uma mistura de trés partes de solucdo de cloridrato de cetamina
(Ketalar, Konig) para uma parte de solucéo de cloridrato de xilazina (Kenzol, Kong), na
dose de 0,4 ml/Kg de peso corporal, por via intramuscular, obedecendo critérios éticos

para com animais de experimentacéo.

Para este e demais estudos foram retirados o cérebro, o figado e os rins dos animais

e acondicionados em solucédo de formalina a 10%.

4.5. Preparo de solugdes

4.5.1. Solucdo de cloreto de metilmercurio

Os fracionamentos das solugdes que foram administradas nos grupos expostos
foram realizados a partir da diluicdo da substancia cloreto de metilmercurio e para célculo
foi utilizado como fator determinante para as doses agudas e subcrdnicas a DLso (Dose

Letal Mediana).
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4.6. Colheita de amostras de pelo e quantificacdo de HgT.

Amostras de aproximadamente 1 a 2g de pelo retirados da regido dorsal proximo
a cabeca foram acondicionadas em envelope de papel devidamente identificadas e
encaminhadas para analise de mercurio no Laboratorio de Toxicologia Humana e
Ambiental do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA. No laboratério, as amostras foram
submetidas ao processo de lavagem em &gua destilada e acetona, colocadas para secar em
capela de exaustdo e, em seguida picotadas. Esses microfragmentos foram pesados a uma
quantia aproximada de 10 pg/g e submetidos a andlise de Hg-T através de
espectrofotometria de absor¢do atbmica com amalgamacéo em lamina de ouro, utilizando
um medidor de mercdrio automatico denominado comercialmente como Mercury

Analyzer (MA), modelo SP-3D da Nippon Corporation-Japéo.

Os célculos foram realizados através do programa especifico do equipamento que
se destina a receber e processar dados de medicdo dos aparelnos MERCURY MA-1 e
MERCURY MD-1 (aqui referidos como “MD-1"") enviados através da interface RS-
232C. O demonstrador digital do MD-1 mostra a quantidade de mercurio contida em peso

(ng) e concentracdo de mercario em ppm (parte por milhao).

Nas analises de Hg, a determinacdo da precisao foi obtida através de quantificacao
em duplicata. A acurdcia estabelecida através do padrdo de referéncia internacional
denominado IAEA 085. A reprodutibilidade demonstrada através da linearidade r=1, por
meio de uma curva de calibracdo, constituida de cinco pontos (0,10,20,50,100).0s

resultados foram expressos em pg/g (ppm).
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4.7. Analise bioquimica

4.7.1. Dosagem do hormdnio do crescimento (GH)

Para dosagem do GH foi utilizado o teste imunoenzimatico — Elisa para dosagem
quantitativa de hormonio do crescimento humano em soro. Para alcance dos resultados

foram seguidos os seguintes procedimentos:

* Pipetacdo de 50uL de cada Padrdo e amostras; adi¢do de 100pL de conjugado
em todas as cavidades; cobertura da microplaca e agitagéo delicadae incubacéo
por 60 minutos, em temperatura ambiente;

« Lavagem por cinco vezes com 300uL de Solucédo de lavagem diluida;pipetacao
de 100pL da Solugcdo cromdgeno-substrato em todas as cavidades, incluindo o
branco; incubacdo por 15 minutos em temperatura ambiente, longe da luz
intensa; adi¢do de 100uL da solucdo bloqueadora; leitura da densidade dptica a

450nm.

4.7.2. Provas de Funcdo Hepética

4.7.2.1. Quantificacdo da atividade da AspartatoAminotransferase - AST

O método utilizado para dosagem da AST foi o cinético ultra-violeta (UV) feita
pelo autoanalisador marca Alcyon 300®, utilizando kits Analisa Diagndstica®, no soro

de ratos, somente para diagndstico in vitro.

O método fundamenta-se no fato da AST catalisar a transferéncia do grupo amina
do aspartato para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxalacetato, o qual é
reduzido a malato por acdo da malatodesidrogenase (MDH), enquanto que, a coenzima

NADH é oxidada a NAD+. A atividade da AST na amostra é calculada com base na
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reducdo do NADH que se transforma em NAD+. O Valor de normalidade da AST no soro

ou plasma é até 42 U/L.

4.7.2.2. Quantificacdo da atividade da Alanina Aminotransferase - ALT

O método utilizado para dosagem da ALT foi o cinético ultravioleta (UV) feita

pelo autoanalisador marca Alcyon 300®, no soro somente para diagnostico in vitro.

O método fundamenta-se no fato da ALT catalisar a transferéncia do grupo amina
da alanina para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e piruvato, o qual é reduzido
a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é
oxidada a NAD+. A atividade da ALT na amostra é calculada com base na redu¢do do
NADH que se transforma em NAD+. O valor de normalidade da ALT no soro € de até 41

UI/L.

4.7.2.3. Dosagem da Glicemia

Para dosagem de glicose sanguinea os animais foram deixados em jejum por 12
horas, sendo a amostra da coleta por puncao cardiaca com 0s animais anestesiados com
guetamina e xilazina. O material foi armazenado em tubos contendo anticoagulante
EDTA a 10%. Posteriormente os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 3500
rpm para separacdo do soro.Os parametros bioquimicos foram dosados através de

analisador automatizado ABBOTT, modelo, ARCHITECT C 8000.
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4.8. Analise estatistica

Os dados retirados do protocolo de colheita de dados foram digitados no programa
Bioestat 5.0. As medidas de tendéncia central e medidas de variabilidade e disperséo
foram utilizadas para verificacdo da normalidade das distribuicdes, juntamente com a

variancia.

A normalidade dos diversos parametros em estudo foi determinada pelo
kolmogorov-Smirnov. Para comparacdo das amostras independentes e distribuicdo nao
normal foi utilizado o teste U de Mann-Whitney. Nos casos em que foram testadas mais
amostras utilizou-se o teste de Kruskal-wallis. Para comparar as variaveis com
distribuicdo normal entre os grupos expostos e controlefoi empregado o teste ANOVA

um critério. O nivel de significancia adotado no estudo foi de 5%.
4.9. Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido & analise pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de Experimentacdo (CEPAE) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Paracoordenado pelo Prof. Dr. Walace Gomes Leal, e foi

aprovado através do parecer 261-14 (Anexo 2).
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5. RESULTADOS

Os resultados demonstraram que a diferencga nas concentracdes de mercdrio total
no pelo dos animais foi significativa quando comparados o grupo controle com 0s grupos
subcronicos. A diferenca também foi significativa quando comparados 0s grupos
subcronicos 2 e 3. Na andlise do hormdnio do crescimento ficou evidente o aumento
significativo quando comparados os niveis médios do grupo controle com o grupo de
exposicdo aguda. Os niveis médios de horménio do crescimento dos grupos subcrénicos

2 e 3 foram de 0,02 e 0,00 ng/mL, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo de mercurio total e horménio de crescimento em ratos “wistar”

submetidos a diferentes niveis de exposi¢do do MeHg.

GRUPOS
Parametros Controle Agudo sB2* SB3*
X+dp X+dp X+dp X+dp

Md (min—max)  Md (min — max) Md (min —max)  Md (min — max)
HgT” 0,67+0,09 1,46+0,65 1,78+1,77
(Hg/g) 0,67 (0,56 — 0,78) - 1,50 (0,76 — 2,40) 1,15 (0,70 - 6,30)
GH™ 0,21+0,14 3,37+5,34 0,02+0,05 0,00
(ng/mL) 0,19 (0,03-0,39) 1,03 (0.82-154) 0,00 (0,00 —0,15)

“Mercdrio total - Kruslall-wallis  p<0,05Controle/SB2 / p>0,05 SB2/SB3
Controle/SB3

“"Hormonio do crescimento - Kruslall-Wallis  p>0,05 Controle/Agudo

# Grupo subcrénico exposto por 7 dias com 2mg/kg/dia de solugédo HgCl.

# Grupo subcronico exposto por 14 dias com 3mg/kg/dia de solugdo de HgCl.
X média

Md mediana

dp desvio-padrao
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Ao avaliar os niveis glicémicos médios, observou-se reducdo altamente

significativa quando comparados o grupo controle com o grupo de animais expostos por

7 dias (SB2) (p<0,01) e controle com animais expostos por 14 dias (SB3) (p<0,01).

Quando comparadas as médias da enzima AST entre 0 grupo agudo e cada um dos

subcrdnicos observou-se uma reducéo estatisticamente significativa (p<0,05). O mesmo

ocorreu quando foram comparados os grupos SB2 e SB3 (p<0,05). A comparacao das

médias da ALT do grupo agudo com os grupos subcrénicos mostrou diferenga altamente

significativa (p<0,01). Na comparagdo da ALT entre os grupos subcrénicos ficou

evidente reducéo nos valores de SB2 para SB3 (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Valores bioguimicos em ratos “wistar” expostos a diferentes concentracdes

de metilmercdrio.

GRUPOS
Marcadores Controle Agudo SB2 SB3
Bioquimicos
Xdp X+dp X+dp X+dp

Md (min — max) Md (min — max) Md (min —max)  Md (min — max)
Glicemia® 73,116,1 - 60+9,5 62,0+6,2
(mg/dL) 73 (65 — 84) - 61,5 (38-71) 61 (53 - 75)
AST™ - 198+53,6 127,5+£25,5 121,1+16,6
(U/dr) 201 (137 —290) 127 (101-176) 111 (110-149)
ALT™ - 31,2+7,6 59,0+£12,6 50,4+6,07
(U/dL) 33 (18 - 39) 57 (44 —81) 51,0+ (44 — 59)

*Glicemia Anowa p<0,01 Controle/SB2 p>0,05 SB2/SB3
Controle/SB3

**Kruskal-wallis p<0,05Agudo/SB2  p>0,05 SB2/SB3

Agudo/SB3

***Anowa p<0,01 Agudo/SB2 p>0,05 SB2/SB3
Agudo/SB3

X média

Md mediana

dp desvio-padrao
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Ao comparar a média de peso do grupo controle com o grupo SB2, pdde-se
observar um aumento de peso significativo (p<0,03). Na comparacdo do grupo controle
com o grupo SB3, também ficou evidente o aumento significativo de peso (p<0,03). Em
relacdo ao tempo de exposicdo, o ganho ponderal do grupo controle no sétimo dia foi de
139 e ao décimo quarto dia alcangou 15,5¢g. O grupo SB2 ganhou em 7 dias 19,5g e o
grupo SB3 ganhou 27,5g em 14 dias (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacgdo do peso de ratos wistars submetidos a diferentes niveis de
exposicao.

Grupos Peso/Tempo de Exposicdo
Peso (9) Peso (g) Peso (9) >
Inicial 7° dia” 14° dia™ (9)

X+dp X+dp X+dp
Md (min — max) Md (min — max) Md (min — max)
Ganho de peso Ganho de peso Ganho de peso

Controle 29,7+£1,97 43,3+2,1 41,7+1,0
30,5 (26 — 31) 43,5 (40 — 46) 41 (41— 43)
- 13 2,5 15,5
SB2 31,9422 51,245,8 -
31 (28 - 35) 50,5 (43 - 60)
- 19,5 - 19,5
SBB 3710i116 - 64,019,1
37 (35 - 40) 64,5 (51— 78)
- 27,5 27,5

*Mann—Whitney p<0,03 Controle — SB2
“*Mann-Whitney p<0,03 Controle SB3
X media

Md mediana

dp desvio-padrao

Ao comparar a média de crescimento do grupo controle com o grupo SB2, ficou

evidente um crescimento significativo de 6,5 cm (p<0,05). Na comparagdo do grupo

controle com SB3 foi significativo o aumento de 4,9cm (p<0,05).

Quando avaliado o comprimento dos animais, observou-se no grupo controle,

um ganho de 4cm ao sétimo dia e mais 1 cm ao décimo quarto dia, totalizando 5 cm de

34



ganho durante o experimento. No grupo SB2 observou-se um ganho de crescimento de
6,5 cm ao sétimo dia e no grupo SB3 o crescimento ao décimo quarto dia foi de apenas
4,9 cm (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacdo do comprimento dos ratos dos grupos subcrénicos com o

controle.
Grupos Comprimento/Tempo de Exposicéo
Comprimento Comprimento Comprimento >
(cm) (cm) (cm) (cm)
Inicial 7° dia* 14° dia*
X+dp X+dp X+dp
Md (min — max) Md (min — max) Md (min — max)
Ganho de Ganho de Ganho de
comprimento (cm) comprimento (cm) comprimento (cm)
Controle 17,3+0,8 20,6+0,7 21,940,5
17 (16 —19) 21 (19,5-21,4) 22 (21,5 23)
- 4 1 5
SB2 17,642,1 23,7+1,01 -
17 (16 — 23) 23,5 (22 - 25)
- 6,5 - 6,5
SB3 18,8+1,13 - 23,7+0,94
19 (17 —21) 23,9 (22 — 25)
- - 4,9 4,9

*Kruscal-Wallis p<0,05 Controle — SB2
“Kruscal-Wallis p<0,05 Controle — SB3
X media

Md mediana

dp desvio-padrao

>'Soma
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6. DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos deletérios do MeHg em ratos machos sobre
parametros de lesdo hepética (alanina aminotransferase-ALT e
aspartatoaminotransferase-AST) e sobre parametros de crescimento (peso e
comprimento). Analisou-se ainda a glicemia como fator relacionado ao peso e hormonio

do crescimento (GH) relacionado ao crescimento.

Os resultados deste estudo mostraram que uma dose de mercurio de 25mg/kg de
peso foi letal para todos os animais agudamente expostos. A resposta na maioria dos
parametros avaliados variou entre 0s grupos intoxicados com 2mg e 3mg de mercurio por
kg de peso. A funcdo hepatica mostrou AST alterada, sendo mais grave nos agudos,
reduzindo a gravidade no grupo SB2 e SB3. A glicose apresentou-se reduzida na

exposicéo prolongada em relagcéo ao grupo controle.

A exposicdo subcrbnica ao metilmercurio foi confirmada através da analise do
HgT em amostras de pelo dos animais. Verificou-se diferenga significativa entre os
grupos experimentais em relacdo ao grupo controle, porém, entre 0S grupos com
exposicdo prolongada por 7 e 14 dias ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
sugerindo que as dosagens e o tempo de exposicdo para 0s animais ndo influenciaramna
excrecdo do metilmercurio, no cabelo. Para demonstrar os efeitos cronicos do MeHg em
ratos estudados por Etoet al (2010) estudaram a localizacdo do mercdrio no tecido
cerebral, e mostraram que na exposicao animal com 5ppm o mercurio foi detectado um
ano a um ano e meio de exposi¢do ao metilmercario, confirmando o efeito cumulativo
desse composto. No corrente estudo, 0s animais expostos a 25ppm tiveram éxito letal.

Essa dose foi cinco vezes acima que a administrada. Os expostos subcronicamente
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comdoses menores que 5ppm resistiram ao 7° e 14° dia respectivamente, entretanto,

apresentaram alteracdes enzimaticas sugestivas de lesdo hepatica.

Na analise dos testes de funcdo hepética entre os animais submetidos a diferentes
concentragdes de MeHg ficou evidente que a enzima mais afetada foi a AST, cuja
alteracdo foi tanto maior quanto maior foi a dose administrada e menor o tempo de
exposicédo, caracterizando os casos agudos - 25mg/kg, neste estudo. Apesar dos valores
estarem elevados nos animais expostos subcronicamente, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os niveis de ASTdos grupos SB2 e SB3 (p>0,05).J4 a ALTmostrou-se
dentro dos valores normais para 0 modelo em estudo, conforme Dantas et al, (2006) que
estabeleceram os parametros bioquimicos de funcdo hepatica no modelo de ratos. Neste
estudo, essa enzima ndo mostrou alteracdo nos grupos subcronicamente expostos com

2mg/kg e 3mg/kg de metilmercdrio.

De forma geral, em ratos, a ALT pode ser considerada uma enzima indicadora de
dano hepatico. Estd aumentada nas hepatites virais, toxicas e autoimune. Geralmente,
nessas condicGes a AST acompanha 0 seu aumento, porém mais lentamente. Melo et
al,(2008) em estudo experimental envolvendo ratos wistar para avaliacdo de funcéo
hepatica em animais expostos a farinha de mandioca demonstraram efeitos sobre a

atividade da ALT e ndo da AST.

De acordo com Silva (2010), na presenca de lesdo hepética, ambas as enzimas
tendem a elevar seus niveis, sendo a ALT mais especifica de lesdo hepatocelular. A
elevacdo da AST sem elevacdo da ALT pode ser resultante de lesdo no sistema
canalicular/ductos intra-hepaticos, sugerindo uma resposta a exposi¢do prolongada ao

metilmercdrio (SILVA, 2010).
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No modelo de macaco Cebusapella, a dose de mercurio 1,5mg/kg de peso, durante
120 dias ndo alterou as enzimas hepéticas em relagdo ao grupo controle (SILVA, 2011).
Pode-se admitir que a lesdo hepatica causada pelo metilmercurio depende da dose e do
tempo de exposicdo. Apesar de ndo haver alteracdes nas enzimas hepaticas sugerindo
auséncia de necrose hepatocelular, a autora encontrou lesGes degenerativas no figado de

macacos Cebus apela.

As concentragdes de glicemia de jejum apresentadas pelos animais
subcronicamente expostos, reduziram ao longo do periodo do experimento em relacdo
aos controles, sugerindo possivel efeito do mercurio sobre a agdo da insulina, resposta
que foi melhorando com o tempo da exposi¢do subcrdnica. Supostamente ocorreu
alguma lesdo no pancreas desses animais para justificar a hipoglicemia leve apresentada.
Outra hipdtese seria a possibilidade de o mercurio aumentar a sensibilidade dos receptores
de insulina para maior captacdo de glicose pela célula. Os valores de glicemia
apresentados pelos animais controles estavam dentro dos valores de referéncia

estabelecidos para este modelo (50 a 135mg/dL) de acordo com Cubas et al, (2007).

Os resultados do presente estudo sugerem que o mercurio influenciou no peso dos
ratos. Embora, 0s grupos tivessem apresentado diferencas no peso inicial ao experimento
com 0s grupo controle apresentando as menores medidas, pelo ganho de peso corporal
verificou-se que o grupo controle aumentou em 7 dias 13 gramas €, em 14 dias aumentou
16,5g, enquanto, o grupo SB2, no mesmo periodo aumentou 19,5g. O grupo SB3 ganhou
no periodo 27,59. Em ambos os grupos expostos o ganho de peso foi maior que o do
grupo controle.A relacdo entre ganho de peso e metilmercdrio tem sido pouco avaliado
tanto em humanos como em modelo experimental. Em humanos, Karmauset al (2009)

estudando a exposicdo materna ao DDE durante a gravidez verificaram aumento de peso
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e IMC em mulheres adultas exposta no pré-natal com aumento na frequéncia de pessoas

com aumento da gordura corporal.

Os animais expostos subcronicamenteganharam peso a medida que prolongou o
tempo de exposicdo. O ganho de peso pode ser explicado por possiveis efeitos do
mercUrio na exposicdo prolongada a baixas concentragdes sobre os receptores de insulina.
O mercdurio influenciando na resisténcia insulinica contribuiria para o acumulo de gordura
a partir da transformagdo do excesso de glicose em triglicérides e consequentemente
distribuicdo da gordura nos tecidos periféricos e no proprio figado resultando no aumento
do peso. Essa premissa pode ser admitida, considerando que neste estudo observou-se
uma queda da insulina até o 7° dia e elevacgdo lenta até ao 14° dia, apesar de, ndo haver

diferenca significativa entre os dois grupos SB2 e SB3.

Defeitos no metabolismo lipidico sdo responsaveis por grande parte da
patogenicidade da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica que pode ocorrer ou por um
desequilibrio entre a ingestdo e a queima de energia ou por resisténcia periférica a

insulina, resultando no acimulo intracelular de lipidios (LEMOS, 2010).

Algumas evidencias em humanos apontam para o efeito xenobidtico de
substancias quimicas organicas(DDT, DDE, metilmercurio, arsénio, cadmio) estejam
associados com o0 aumento do peso corporal e o indice de massa corporal
(IMC)(SONNEMSCHEIN &SOTO, 1998;MESEGNER, PUCHE, CABERO, 2002;
KARMAUS et al, 2009). Muitos dos poluentes ambientais se associam a obesidade
provavelmente pelo efeito estrogénico, cujos mecanismos incluem: bloqueio de
androgénio, uma fraca mimetizacéo estrogénica em mulheres ou inducdo da aromatase

(SONNEMSCHEIN and SOTO, 1998).
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O comprimento dos animais, apesar da progressao, deixa uma diferenca a ser
pesquisada, pois 0s animais expostos por menor periodo de tempo (7 dias) tiveram ganho
de comprimento maior em relagcdo aos expostos por maior periodo (14 dias). Ndo ha
registro na literatura de estudos que tenham analisado o crescimento pondero-estatural de
animais experimentais expostos ao mercurio, tratando-se este de um ensaio pioneiro na
investigacdo dos efeitos da exposicdo ao metilmercirio sobre o crescimento e

desenvolvimento de animais.

E possivel que a duragdo da exposicio para o modelo usado seja curta para
evidenciar alteragdes no crescimento, considerando que em humanos as alteragdes
(atraso) no crescimento estatural € um processo prolongado que pode iniciar desde a fase

pré-natal, e, neste estudo a exposicao foi pds-natal.

Algumas evidéncias indicam que a distribuicdo da dose no tempo pode ter papel
determinante nos efeitos da exposi¢do. Uma dose isolada e um pico de exposi¢cdo como
observado no acidente do Iraque pode liberar uma dose aguda para o cérebro que
teoricamente deve ser alto suficiente para produzir lesdo no SNC. Doses cronicas tais
como aquelas resultantes do consumo frequente de pescado devem também acumular

suficiente quantidade no tempo para causar lesdo (DAVIDSON et al, 2011).

Os niveis de GH foram elevados nos animais com intoxicacdo aguda e baixos no
grupo SB2 (submetido a exposi¢édo por 7 dias com 2mg/Kg de mercudrio) em relagdo ao
controle. Destaca-se que o grupo SB2 apresentou um ganho de peso importante, 0 que

pode ser explicado pela acdo de IGF-1 influenciando na resisténcia insulinica.

Tanto o GHRH quanto a somatostatinasao influenciados por varios fatores, dentre

eles, a nutrigdo, atividade fisica, estresse psicologico, sono adequado. A secre¢do de GH
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estd diminuida em criangas e adultos obesos e a resposta aos testes provocativos também
é prejudicada. Uma explicacdo para a menor secre¢do de GH nos animais submetidos a
exposicdo subcronicaseria o “feedback” negativo exercido pela insulina e provavelmente
pela leptina sobre a secrecdo de GH. Especula-se que a leptina sérica poderia diminuir a

resposta dos somatotrofos ao GHRH.

O crescimento estatural/comprimento e o0 peso sdo medidas utilizadas para avaliar
o desenvolvimento. H& indicios que o mercurioafeta o desenvolvimento estatural de
criancas expostas em longo prazo ao mercdrio oriundo da dieta. Outros estudos
envolvendo criancas ribeirinhas também com exposicao prolongada através do consumo

de pescado ndo observaram tal efeito (MARQUESet al, 2007; SOUZA, 2014).

Os niveis de mercurio total aumentaram progressivamente com 0 tempo e
aumento da dose. Esses valores de exposi¢do se associaram com um pico de GH no grupo
agudo e uma reducdo acentuada nos grupos subcronicos. Uma explicacdo para essa
drastica reducdo pode ter acontecido porque o GH é um hormdnio peptidico e o
metilmercdrio tem grande afinidade por radicais sulfidrila dos aminoacidos que compde
determinadas moléculas como os horménios, inativando a funcdo e por vezes a secre¢do

e sintese dessas substancias.

O comprimento dos animais do grupo controle foi menor em relagdo aos grupos
SB2 E SB3 (p<0,05). Nosgrupos SB2 e SB3, as doses administradas na dieta parecem
ndo ter exercido impacto sobre o crescimento animal, sugerindo que a dose e o tempo de
exposicdo ndo foram suficientes para perturbarem o crescimento dos animais, entretanto
chama atencao o ganho de crescimento maior do grupo controle em relacéo ao grupo SB3
ao décimo quarto dia. No estudo de Xavier (2011), algo semelhante aconteceu com

criangas expostas ao metilmercurio na Amazonia, um grupo de criangas menores de 10
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anos com altos niveis de mercurio total apresentavam desnutricdo crénica (déficit de

estatura/idade).

Estudos em animais revelaram ainda, que em baixa exposi¢do ao mercdrio pode
n&o ocorrer retardo de desenvolvimento imediato, entretanto pode ocorrer reflexos tardios
(RICE, 1996). Em humanos a neurotoxicidadeaparece geralmente anos ap0s a exposi¢do
ter iniciada. Linet al (2011) estudando a exposi¢do na vida pré-natal ao cadmio
verificaram que esse metal afetou a circunferéncia do cranio ao nascer e o crescimento

estatural das criangas nos trés primeiros anos de vida.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que metilmercdrio nas doses
administradas no modelo experimental do rato resultou em grave leséo com éxito letal na
dose de 25mg/Kg e promoveu alteracdes significativas na fungao hepatica, no controle da
glicemia e nas concentracbes de GH nas doses 2mg/Kg e 3mg/Kg sugerindo a
possibilidade dessas alteragdes influenciarem nos parametros de peso e comprimento dos

animais.

Como o crescimento linear dos seres vivos & multifatorial, incluindo o fator
nutricional, novos estudos adotando periodos mais prolongados de exposicdao ao
metilmercdrio podem demonstrar melhor relacdo do mercdrio com o comprimento dos

animais.
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ANEXO 1 - FICHA CLINICA E LABORATORIAL

& %)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM DOENGCAS TROPICAIS

Ficha Clinica e laboratorial

IDENTIFICACAO:

F AN 110 T |

Data de entrada no biotério ...... [l

DADOS TOXICOLOGICOS

Peso corporal no inicio da exposiGao ..........c..c.......
Peso corporal no final da exposicao .....................

Dose inicial de MetilHg ..........ccc...... data : / /

Dose final de MetilHg ........ccccenee. data : / /

Tempo de eXpoSICa0 ........cccceenens
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QUADRO CLINICO

Desconforto respiratorio ()

Sinais de caquexia (

Alteracdes comportam

)

entais e/ou psicogénicas ()

Alteragfes da marcha ()

Ictericia conjuntival ()

Edema( )

Outros ( )

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

e AST Normal ( ) Alterado ( )
e ALT Normal ( ) Alterado (
e GAMAGT Normal ( ) Alterado (
e BILIRRUBINA Normal ( ) Alterado (
¢ SOMATOTROFINA  Normal ( ) Alterado (
e SOMATOMEDINA Normal ( ) Alterado (
e MERCURIO TOTAL Normal ( ) Alterado (

Lamina n®:

Material:

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Macroscopia:

Microscopia:
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ANEXO 2 - PARECER DO CEPAE - ICB/UFPA

W

e

o comité de ética em pesquisa s
tepae <

s

=5 om animais de experimentagdo =<3

PARECER 261-14
Projeto: Avaliagdo do Crescimento e desenvolvimento de Ratos Wistar intoxicado com
metilmercurio.

Coordenador: Profa. Dra. Maria da Concei¢cdo Nascimento Pinheiro
Area Tematica: Toxicologia

Vigéncia: 03/2014 a 12/2016

Nono CEPAE-UFPA: 261-14

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema eleito para
a investigacdo e de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulagdo de animais de experimentacdo. Portanto, 0 CEPAE, através de seu
presidente, no uso das atribuicbes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Parg, resolve APROVAR a utilizacdo de animais de experimentacdo
(N=40, ratos Wistar) nas atividades do projeto em questdo, no periodo de vigéncia
estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizacdo

deste comité.

Belém, 05 de margo de 2014

(A/ﬁl“‘" Gormes /cﬂ
rof. Dr, Welace Gomes Lest
Presidente do CEPAE-UFPA
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