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RESUMO
Metais biodegradaveis, como o mercurio, acumulam-se nos organismos Vivos ao
longo de suas vidas (bioacumulacéo) e também nas teias troficas (biomagnificacao),
podendo atingir altas concentragdes em humanos. A contaminacdo de humanos por
mercario encontrado na agua potavel e nos alimentos pode ser comum,
principalmente em comunidades ribeirinhas que dependem do pescado como principal
fonte de proteina. Estudos in vitro, com linhagens celulares humanas expostas aos
metilmercario mostraram que a prolactina possui propriedades citoprotetoras contra
efeitos citotéxicos e mutagénicos deste metal, podendo atuar como fator co-
mitogénico e inibidor de apoptose. O presente estudo investigou, in vivo, o potencial
protetor da prolactina contra os efeitos téxicos do metilmercario em mamiferos,
utiizando o camundongo (Mus musculus) como modelo. Biomarcadores de
genotoxicidade (ensaio cometa e teste do microndcleo) e de estresse oxidativo
(peroxidacdo lipidica e atividade das enzimas CAT e SOD), juntamente com analises
histologicas (em amostras de tecidos hepatico, renal e encefalico) e bioquimicas
(parametros renais e hepaticos e dosagem de Hg e PRL no sangue), foram utilizados
para verificar o potencial protetor da prolactina em camundongos expostos ao
metilmercario. Foi observada, de maneira mais expressiva, uma reducdo nas
alteracGes dos parametros bioquimicos renais e hepaticos e dos efeitos mutagénicos
na presenca da prolactina, em comparacao com os efeitos isolados do metal. Quando
a prolactina foi usada junto com o metal, também foi observado uma diminuicdo dos
danos histolégicos e um aumento da atividade da enzima SOD. Os resultados do
estudo indicam que a prolactina possui efeitos protetores contra impactos toxicos do

metilmercurio.

Palavras-chave: Metilmercurio, Prolactina, citotoxicidade, genotoxicidade, estresse

oxidativo, danos histolégicos



ABSTRACT

Biodegradable metals, such as mercury, accumulate in living organisms throughout
their lives (bioaccumulation) and also in food webs (biomagnification), and can reach
high concentrations in humans. Human contamination by mercury found in drinking
water and food can be common, especially in riverine communities that depend on fish
as their main source of protein. In vitro studies with human cell lines exposed to
methylmercury showed that prolactin has cytoprotective properties against cytotoxic
and mutagenic effects of this metal, and can act as a co-mitogenic factor and apoptosis
inhibitor. The present study investigated, in vivo, the protective potential of prolactin
against the toxic effects of methylmercury in mammals, using the mouse (Mus
musculus) as a model. Biomarkers of genotoxicity (comet assay and micronucleus
test) and oxidative stress (lipid peroxidation and activity of CAT and SOD enzymes),
together with histological (in liver, kidney and brain tissue samples) and biochemical
(renal and hepatic and measurement of Hg and PRL in the blood), were used to verify
the protective potential of prolactin in mice exposed to methylmercury. It was observed,
in a more expressive way, a reduction in the alterations of the renal and hepatic
biochemical parameters and of the mutagenic effects in the presence of prolactin, in
comparison with the isolated effects of the metal. When prolactin was used together
with the metal, a decrease in histological damage and an increase in SOD enzyme
activity were also observed. The study results indicate that prolactin has protective
effects against toxic impacts of methylmercury.

Keywords: Methylmercury, Prolactin, cytotoxicity, genotoxicity, oxidative stress,

histological damage
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1 INTRODUCAO

Em ambito mundial, tem-se encontrado forte relacdo entre a exposicdo a
xenobidticos e o desenvolvimento de diversos efeitos nocivos a salde. E crescente a
preocupacdo com o efeito mutagénico e carcinogénico de agentes genotoxicos em
populagdes expostas ocupacionalmente, acidentalmente ou por estilo de vida, pelo
fato de que a acdo de mutagenos por vezes se manifesta somente apés muitos anos,
no aumento da incidéncia de canceres ou malformacdes congénitas, caracterizando
os chamados efeitos cumulativos, o que tem contribuido para que a exposicdo a
agentes genotoxicos seja um dos principais problemas de saude publica (FLORES &
YAMAGUCHI, 2008).

No meio aquatico, os metais sdo oriundos de fontes naturais como lavagem
geoldgica de solos e rochas, diretamente expostos a agua, e por meio de fontes
antrépicas como efluentes domésticos e industriais, pelo processo de mineracao, pela
aplicacdo de pesticidas na agricultura (EBRAHIMPOUR & MUSHRIFAH, 2008) e
através de precipitacdo em areas com poluicdo atmosférica (PEREIRA et al., 2006).

Entre os ecossistemas, 0s aquaticos séo os que acabam, de uma forma ou de
outra, servindo como depositarios temporérios ou finais de grande variedade e
guantidade de poluentes e contaminantes provenientes de descargas antropogénicas
(CAMPANELLLI, 2012). A mensuracéo apenas destes contaminantes no ambiente nao
traz respostas sobre os efeitos adversos que estas substancias vém causando nos
organismos vivos presentes nestes ambientes. Desta forma, no monitoramento dos
corpos d’aguas devem ser incluidas ferramentas bioldgicas que tragam respostas
sobre o estresse e os efeitos que estes poluentes vém causando, possibilitando o
estabelecimento de relacdes de causa-efeito (FREIRE et al., 2008).

Em acréscimo, a principal fonte de exposicdo ao homem para 0s metais
pesados contaminantes ocorre pelo consumo de alimentos, principalmente por
pescado, contendo elementos ndo essenciais toxicos como o arsénio, o cadmio, o
chumbo, o cromo e o mercurio (IKEM & EGIEBOR, 2005). A maioria das comunidades
ribeirinhas apresenta uma dieta alimentar pouco variada e muito pobre em verduras e
legumes, e com um consumo elevado de peixe como principal fonte proteica
(DOLBEC et al., 2001).

Por outro lado, estudos de suplementacdo hormonal com finalidades

terapéuticas e profilaticas ha muito despertam grande interesse nos pesquisadores
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(LANDSBERG, 2005). E relevante dizer que a suplementacdo deve ser dada a niveis
fisiologicos uma vez que niveis elevados podem ser toxicos (LANDSBERG, 2005).
Entretanto, muitos estudos tém demonstrado ou ao menos sugerido acdes protetoras
da prolactina em diversas situacdes (BURGOS et al., 2004; WAHLBERG et al., 2013;
HSIEH et al., 2015; GARCIA et al., 2016; NARDELLI et al.,2018; RIVERO-SEGURA
et al.,, 2019; ARNOLD et al., 2020), inclusive contra efeitos do mercurio (SANTOS,
2008; JESUS, 2012; SILVA-PEREIRA et al., 2014).

1.1 MERCURIO

O mercurio € um metal de aspecto argénteo, inodoro, representado pelo
simbolo Hg, que, normalmente, & encontrado em trés estados de oxidagdo: 0, +1 e
+2. Ele € um elemento quimico de transicao, de carater metalico, com elevado peso
molecular (PM = 80) e alta densidade. Por esse motivo é classificado como um metal
pesado, que em sua forma elementar se apresenta como um liquido denso, prateado,
nas condicdes normais de temperatura e pressao (SCHROEDER & MUNTHE, 1998).
O mercurio é um xenobibtico e corresponde a um dos contaminantes érgaos-
especificos mais largamente difundidos e deletérios (BJJRKLUND et al., 2017).

O mercurio metalico ou mercurio elementar (Hg®) é utilizado em grande escala
na industria, com emprego na confeccdo de termdmetros, amalgama dental,
purificagdo do ouro explorado pelo garimpo, além de uma variedade de outros
produtos de uso industrial e doméstico. O mercurio inorganico pode ser formado a
partir do mercurio metalico ou pela conversdo de formas organicas de mercurio a
forma inorganicas (Hg?* e Hg*). Independente da fonte (natural ou artificial) o mercurio
emitido é inorgéanico, principalmente como vapor metalico (WAGNER et al., 2010).

O Hg inorganico podera ser metilado por dois processos diferentes em
condicGes aerdbias e anaerodbias: processo bioldgico, através de bactérias e fungos
em presenca de metilcobalamina; e o processo abidtico ou quimico, por trés vias
principais: (a) Reacdo de transmetilagdo; (b) Radiagdo ultravioleta na reagdo com
compostos organicos doadores do grupo metila e (c) Reagdo com os acidos fulvico e
umico. O processo da metilacdo do mercurio e sua bioacumulacdo na cadeia alimentar
aguatica estd na dependéncia de inumeros fatores, como a temperatura, pH,

guantidade de bactérias presentes no meio, tipo de sedimento ou solo, concentracao
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de sulfeto, condi¢des de oxirredugcéo do meio, bem como da sazonalidade (BISINOTI
& JARDIM, 2004).

Os efeitos mutagénicos de Hg e seus compostos organomercuriais afetam
particularmente a tubulina (subunidade de microtabulos), levando a desorganizacao
do citoplasma e interferindo nas fibras do fuso, os quais por sua vez afetam a divisdo
celular. Os efeitos do mercario de uma forma geral sdo prejudiciais para a
polimerizacdo da tubulina, o que leva a uma contracdo dos cromossomos em
metéfase, atraso no movimento anafasico e na divisdo centromérica (THEIR et al.,
2003) e também pode levar a anomalias cromossGmicas como as
poliploidias (SILVA-PEREIRA et al., 2005).

Acrescenta-se a esses efeitos, a producéo de radicais livres, que pode causar
dano permanente ao DNA (EHRENSTEIN et al., 2002; MANZOLLI et al, 2015). Os
compostos de mercurio induzem a um colapso geral dos mecanismos antioxidantes
na célula através da ligacéo a grupos sulfidrila da glutationa peroxidase, uma grande
selenoenzima com propriedades antioxidantes. Os resultados desse colapso
favorecem a peroxidacéao de lipidios, seguida da perda de integridade da membrana
e, finalmente, necrose celular, que pode ser indicado por uma diminui¢cdo no indice
mit6tico (NASCIMENTO et al.,2008).

Vérias publicacbes corroboram a ideia de que o sistema nervoso central
representa um importante alvo de mercurio (PINHEIRO et al., 2007; NASCIMENTO et
al.,2008; FUJIMURA et al, 2011; ACHATZ et al, 2021) e 6rgaos enddcrinos podem
também acumular concentracdes elevadas de mercurio. Estudos realizados em seres
humanos e em modelos animais demonstraram que os individuos expostos a
diferentes formas de mercario mostram uma concentracdo de mercurio significativa
na glandula pituitaria (FALNOGA et al.,2000).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC: International Agency
for Research on Cancer) classifica, desde 1993, o metilmercario no grupo 2B,
indicando-o como possivel carcinogénico para humanos (IARC, 2020). Metais como
0 mercurio, pelo fato de ndo serem biodegradaveis, acumulam-se nos organismos ao
longo de suas vidas (bioacumulacdo) e ao longo das cadeias alimentares
(biomagnificacdo ou magnificacéo trofica), podendo atingir elevadas concentracfes
ao chegar ao homem (ROCHA, 2009).

A contaminacdo humana pelo mercurio presente na agua e nos alimentos € de

extrema importancia, haja vista ter sido responsavel por tragicos episodios de
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intoxicacdo, como os ocorridos em Minamata (Japéo), nas décadas de 50 e 60, e no
Iraque na década de 70 (ALMEIDA et al., 2006).

1.1.1 A problematica do mercurio na Amazénia

Os primeiros estudos sobre a problematica da presenca do mercurio em varios
compartimentos dos ecossistemas na Bacia Amaz6nica, os quais datam de mais de
duas décadas, reconhecem duas principais fontes como responsaveis por essa
contaminagao: os garimpos de ouro e a agricultura do tipo corte e queima (SAMPAIO
et al., 2006). O rejeito de mercurio no sistema aquatico, proveniente de operacdes de
mineracao e pela lixiviacdo de solos apos desflorestamentos, é considerado a maior
contribuicdo para a contaminagcdo na Bacia Amazbnica (AMORIM et al., 2000;
CRESPO-LOPEZ, et al., 2021)

A liberacdo de mercurio das atividades de garimpos de ouro contribuiu para
aumentar localmente suas concentracfes, mas para toda a Amazonia essas cargas
seriam quase insignificantes, considerando-se os niveis elevados em solos distantes
das areas de garimpo. Um processo razoavel que pode explicar essas observacdes
no solo é que horizontes B funcionam como uma esponja que acumula mercurio
durante um periodo de tempo geoldgico, liberando-o de volta ao ciclismo por ocasiao
de erosdes e incéndios florestais (WASSERMAN et al., 2003). Ainda hoje, essa
dindmica do mercurio envolvendo o desmatamento e a queima é uma importante fonte
de contaminagdo ambiental e consequentemente dos seres vivos nos ecossistemas
amazoénicos (CRESPO-LOPEZ et al. 2021)

O principal meio de exposicdo do homem ao mercurio ainda € o consumo de
peixe (CRESPO-LOPEZ et al. 2021). No Brasil, estudos demonstram que varias
espécies de peixes carnivoros da Amazonia apresentam altos niveis de metilmercurio
(MeHg) (MALM, 1998; PINHEIRO et al., 2003). Neste contexto, estudos
epidemioldgicos apontam para déficits neuroldgicos em comunidades pesqueiras que
possuem uma dieta baseada no consumo de peixes (GRANDJEAN et al.,, 1997;
CLARKSON et al., 2003). Trabalhos realizados na bacia do rio Tapajos, utilizando
peixes, encontraram em areas de mineragdo valores que iam de 0,02 até 2,75 mg/kg,
e para peixes de rios ndo expostos, os valores variaram de abaixo do limite até 0,10
mg/kg (SANTOS et al., 2000; BISINOTI & JARDIM, 2004).
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De acordo com Organizacdo Mundial de Saude (OMS), desde 2003 foi
estabelecido uma ingestdo semanal toleravel de 1,6 pg/ Kg de peso corporal de MeHg,
0 que corresponde a uma ingestao de, aproximadamente, 96 ug por semana, para um
adulto de 60 Kg. Essa dose toleravel considera, principalmente, a seguranca para o
feto em desenvolvimento, ja que é nesta fase que o individuo parece ser mais sensivel
aos efeitos deste metal. Para a ingestdo de mercurio total, 2ug/ Kg de peso € a dose
diaria toleravel (OMS, 2021).

Apés a absorc¢ao, o metilmercurio € distribuido para todos os tecidos do corpo.
Sua excrec¢do se da via fezes, urina e leite materno. A dieta alimentar, constituida de
peixes representa a principal fonte de exposicdo do homem a este tipo mercurial.
Deste modo, a preocupacédo com 0s possiveis agravos a saude relacionados a agao
toxica desse metal na regido é crescente, uma vez que, este € o principal tipo de
alimentacao preferido pelos ribeirinhos, especialmente aqueles residentes nas areas
proximas de atividades garimpeiras da Amazénia, (SANTOS et al., 2000).

E importante caracterizar o impacto da mineracdo do ouro e consequente
exposicao cronica ao MeHg para as comunidades dessas areas; um estudo recente
associou essa exposicao a piora das condi¢des de saude mental do povo Munduruku,
gue vive em areas cronicamente expostas ao MeHg devido a atividade garimpeira
ilegal na regido (ACHATZ et al., 2021).

Em estudo que avaliava a presenca de Hg em diversos tipos de peixes, em
ambiente contaminado, observou-se que 0 metal se concentrava mais intensamente
a medida que se subia na cadeia tréfica: os peixes herbivoros apresentavam 6,64
ppm; 0S peixes que se alimentavam de invertebrados, 12,4 ppm; os onivoros, 26,6
ppm; e os piscivoros, 40,2 ppm (BOENING, 2000). O homem torna-se um dos
principais afetados pela intoxicagdo mercurial quando usufrui do rio poluido para
diversas atividades, como a alimentacédo, pois 0s peixes que apresentam 0s maiores
niveis de MeHg, como o tucunaré e a traira, sdo os mais consumidos pelo homem
(LEBEL et al., 1998).

Os habitos alimentares das comunidades amazobnicas e suas consequéncias
a saude, além da complexidade desses ecossistemas e do ciclo biogeoquimico do Hg
em florestas tropicais, explicam o interesse da comunidade cientifica em avaliar o

impacto da contaminag¢do de mercurio.



17

1.2 PROLACTINA

A prolactina (PRL) € um horménio proteico, da mesma familia que homénio do
crescimento e lactogénios placentarios; é produzido e secretado principalmente pelos
lactotrofos da adenohipofise (SOARES JR & GADERLHA, 2004). Além da hipdfise, o
cérebro, a placenta, o Utero, a glandula mamaria, células imunocompetentes, células
linféides da medula 6ssea e glandulas sudoriparas sdo locais onde a sintese e a
secrecdo de PRL ja foram observadas. A PRL secretada pela hipéfise atua de
maneira enddcrina em células alvo que apresentem os receptores de prolactina em
sua membrana plasmatica, ja a PRL produzida em outros 6rgdos pode atuar de
maneira autocrina ou pardcrina; assim, muitas funcées da PRL podem ser ativadas
sem que a sua concentracao no sangue seja alterada (BOLE-FEYSOT et al., 1998;
IGNACAK et al., 2012; MARANO & BEN-JONATHAN, 2014).

Em humanos, a PRL é codificada por um gene no cromossomo 6, composto
por cinco éxons e cinco introns, com 10kb de comprimento. Apds processamento, a
PRL apresenta 199 aminoéacidos. Este hormonio, além de estimular a producdo de
leite pelas glandulas mamarias (lactogénese), atua também na mamogénese e na
galactopoiese, e possui outras mais de 300 atividades biolégicas, atuando inclusive
na homeostase, ao regular o sistema imunoldgico, o equilibrio osmético e a
angiogénese; também tem efeito no crescimento e na proliferacdo celular e como
neurotransmissor (BOLE-FEYSOT et al., 1998; FREEMAN et al., 2000; IGNACAK et
al., 2012).

A PRL esta envolvida no equilibrio osmético (de agua e eletrélitos) em todas as
classes de vertebrados; nos mamiferos, receptores de PRL estdo presentes em
células dos rins e em outros 6rgaos envolvidos nesse processo. Muitos efeitos da PRL
estdo associados a proliferacdo celular. Na pele, estimula a proliferacdo de
melandcitos e queratinécitos; pode ter influéncia no crescimento de hepatécitos,
induzindo diversos genes relacionados ao crescimento celular nas células do figado.
O aumento da mucosa intestinal, do musculo liso vascular, a proliferacao de células B
no pancreas, de astrécitos e de varias células do sistema imune ja foram associados
a PRL (BOLE-FEYSOT et al., 1998; MARANO & BEN-JONATHAN, 2014).

O hormodnio PRL ativa vias de transducéo de sinal a partir da ativacdo de seu
receptor. O receptor de PRL esta constitutivamente associado a proteinas Janus
guinase 2 (JAK2). Quando ativada, JAK2 fosforila residuos de tirosina em proteinas-

alvo, incluindo o préprio receptor e as proteinas Stat 1, Stat 2 e principalmente Stat 5.
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Essas proteinas dimerizam-se e translocam-se até que o sinal chegue ao nucleo,
ativando promotores dos genes responsivos a PRL. Além da via JAK/Stat, outras vias
podem ser ativadas pelos receptores de PRL, como a via Ras/Raf/MAP quinase, que
pode estar relacionada aos efeitos proliferativos desse hormonio (BOLE-FEYSOT et
al., 1998; SOARES JR & GADERLHA, 2004; SILVA-PEREIRA et al., 2014).

Todas essas funcdes desempenhadas pela PRL e as vias de sinalizacao
ativadas podem estar relacionadas aos efeitos protetores que esse horménio

apresenta em diversos tecidos e situagdes experimentais.

1.2.1 Efeitos protetores da PRL

Diversos estudos evidenciam o efeito protetor da PRL, efeitos neuroprotetor,
antiapoptotico e citoprotetor j4 foram observados.

A neuroprotecdo contra a excitotoxicidade provocada pela manutencdo da
estimulacdo dos receptores glutamatérgicos foi avaliada, em cultura primaria de
neurdnios do hipocampo de ratos Wistar, por Vergara-Castafieda et al, (2016), Rivero-
Segura et al, (2017) e Rivero-Segura et al. (2019), estes autores observaram que a
presenca da PRL induzia efeitos como a manutencdo da homeostase intracelular de
Ca?* e da atividade mitocondrial; a reducéo na ativacdo de caspase-3 e da apoptose;
a inducédo da translocacéo nuclear de NF-kB e regulacdo positiva da expressao da
proteina Bcl-2; também foi observada a estimulacdo da defesa antioxidante da
superéxido dismutase (SOD) e uma diminuicdo dos produtos de peroxidacéo lipidica;
além da expressao do receptor de PRL nas células utilizadas.

Estudos in vivo também ja foram realizados para avaliar os efeitos
neuroprotetores da PRL; a excitotoxicidadade do acido cainico (KA), um agonista do
glutamato, foi induzida em ratos Wistar fémeas adultas e a PRL atenuou a gravidade
de convulsbes e os danos celulares induzidos pelo KA (TEJADILLA et al., 2010;
MORALES et al., 2014).

Moderscheim et al. (2007), demonstraram acdo da PRL no fornecimento de
um suporte tréfico para as células gliais, participacdo na imunorregulacao cerebral e
formacdo da cicatriz glial em lesGes de isquemia por hipéxia no cérebro de ratos
jovens. Um efeito protetor da PRL em isquemia por hipéxia também foi sugerido por
Tani et al. (2018), que observaram em amostras de autopsia e culturas de sangue e

fluido cérebro espinhal niveis maiores de PRL quando essa era a causa da morte.
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Os efeitos antiapoptéticos da PRL ja foram analisados em muitos estudos que
utilizaram a linhagem celular Nb2, que € proveniente de linfoma de rato e é
dependente de PRL e outros lactogénios para sua proliferacdo, a PRL esta
relacionada a expresséo de varios genes que podem promover o crescimento celular
através da supressdo de mecanismos apoptoéticos e estimulacdo da progressédo do
ciclo celular nessas células (LAVOIE et al., 1995; LEFF et al.,1996; KRUMENACKER
et al., 1998; FERNANDEZ et al., 2003).

LaVoie et al. (1995), consideraram, além do horménio, agonistas e
antagonistas das vias de sinalizagéo ja atribuidas a PRL e observaram que um inibidor
de tirosina fosfatase reduziu significativamente a fragmentacdo de DNA, sugerindo
gue a fosforilacdo da tirosina pode estar relacionada ao efeito antiapoptético da PRL.
Leff et al. (1996), verificaram um aumento na expresséo do gene bcl-2 e uma reducao
na expressao de bax influenciados pela acdo do horménio nessas células. No estudo
de Krumenacker et al. (1998), a PRL reduziu a apoptose e observou-se um aumento
da transcricdo de bcl-2 e pim-1. Sugere-se que estes genes podem ter um papel
importante nas acdes antiapoptoéticas da PRL. Fernandez et al. (2003), observaram
gue a PRL reduziu a atividade da caspase 3.

A regulacdo desses genes pela PRL também foi avaliada por Ploszaj et al.
(1998); eles usaram a linhagem celular HC11 (células epiteliais mamarias de
camundongo) e observaram um aumento da expressao de bcl-2 e da quantidade de
proteina Bcl-2, além de uma reducéo de transcritos de bax relacionados a PRL. Esses
estudos sugerem que essa estimulacao da expresséo de bcl-2 e supresséo de bax
pode ser um importante mecanismo para a acdo da PRL contra apoptose.

As células B pancreaticas sao usadas em muitos estudos sobre a acdo da PRL,
o principal efeito identificado nesse modelo celular € o antiapoptético. Wailemann et
al. (2018) e Terra et al. (2019), utilizando culturas celulares primérias de ilhotas
pancreaticas humanas e de camundongos e a linhagem MING (derivada de insulinoma
de camundongo) observaram que o hormonio inibiu a morte celular e associaram essa
acao a proteina HSPB1, que se mostrou diretamente relacionada com o aumento da
razdo Bcl2/Bax, inibindo as cascatas de apoptose tanto da via extrinseca quanto da
via intrinseca. Terra et al. (2019), também observaram uma reducédo na degradacao
de proteinas, relacionada ao aumento da agédo de enzimas de dismutacdo de radicais

peroxido, quando o hormdnio estava presente.
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O efeito antioxidante da PRL nas células B, também foi observado por
Marmentini (2019), que utilizou a linhagem celular INS-1E de insulinoma de rato e
verificaram um aumento na sobrevivéncia dessas células e da producdo das enzimas
superéxido dismutase 2 e catalase, induzidos pelo hormdnio. Os autores sugerem que
a PRL ativa receptores ativados por proliferadores de peroxissoma, que estao
envolvidos na transcricdo de enzimas antioxidantes.

A suplementacdo do meio de cultura com PRL foi usada no cultivo de ilhotas
pancreaticas e observou-se um aumento na quantidade de células B viaveis em
cultura com PRL. Também foi realizado o transplante dessas ilhotas para
camundongos diabéticos e foi observada uma reversdo do quadro hiperglicémico
induzido. Esses resultados demonstram que a PRL melhora a viabilidade e
sobrevivéncia especifica de células B in vitro e in vivo, evidenciando uma protecao
gue a PRL pode exercer em ilhotas pré-transplante (YAMAMOTO et al., 2008).

Um estudo in vivo realizado por Park et al. (2011), identificou um aumento na
proliferacdo e neogénese de células B em ratos diabéticos tratados com PRL. Esses
autores observaram uma potencializacdo da fosforilacdo do transdutor de sinal
ativador de transcricdo 5 (STAT5). Um outro transdutor desta mesma familia, o
transdutor STAT3 também foi identificado como mediador da agédo antiapoptotica da
PRL em células B de ratos, por Nardelli et al. (2018), neste estudo, a PRL alterou a
expressao de proteinas proé e anti-apoptoticas da cascata da quiinase c-Jun N-terminal
(INK), a partir da fosforilacdo da proteina quinase AKT, impedindo a ativacao de JNK;
além disso, foi observado a inibicdo parcial de NF-kB. Esses efeitos promovem uma
maior sobrevivéncia dessas células.

A inducdo da proliferacdo celular e/ou efeitos antiapoptéticos também estéo
relacionados a acado protetora da PRL em outros tecidos ou 6rgaos. Hilfiker-Kleiner et
al. (2007) e Hsieh et al. (2015) identificaram efeitos cardioprotetores, a patir da
preservacdo da angiogénese e da fungéo dos cardiomidcitos, relacionados a ativacéo
dos transdutores de sinal Stat 3 e Stat 5, respectivamente. Hsieh et al. (2015), também
observaram um aumento das proteinas envolvidas na proliferacdo e sobrevivéncia
celular, como IGF-I, PI3a, AKT fosforilado, Bcl-2, c-Myc, ciclinas D1, E e A; esses
fatores moleculares aumentados podem estar relacionados a via ativada pela PRL.

Efeito protetor da PRL no tecido gastrico foi observado por Drago et al. (1985)
e Fujikawa et al. (2000), em ratos Wistar (submetidos ao estresse em camara fria e a

privacao de alimento) e ratos Sprague-Dawley (submetidos ao estresse de contencao
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de agua), respectivamente, e em ambos, o tratamento com PRL reduziu ou impediu a
formacédo de lesdes gastricas observadas nos animais que nao receberam esse
tratamento, demonstrando a acao protetora desse hormanio.

Os estudos de Wu et al. (2018), Adan et al. (2013) e Ledesma-Colunga et al.
(2017), demonstraram uma acdo da PRL na inibicdo da resposta inflamatéria; o
primeiro observou uma reducédo na expressdo de TNF-a e IL-13, além da diminuicéo
da apoptose, inibindo a via NF-kB no nucleo pulposo de discos intervertebrais em
processo de degeneracdo apos a aplicacdo de PRL. Os outros dois estudos avaliaram
a acdo da PRL na artrite inflamatéria, também observando uma redugéo na expressao
de citocinas pro-inflamatorias e consequentes efeitos pré-apoptéticos, relacionados a
ativacdo da via JAK2/Stat3. Os autores sugerem que a PRL pode atrasar o inicio e
diminuir a gravidade dos sintomas da atrite inflamatéria.

Acdes antioxidantes e antiapoptéticas da PRL foram avaliadas no epitélio
pigmentar da retina por Garcia et al. (2016) e Arnold et al. (2020), em ratos de
diferentes idades. O receptor de PRL foi identificado e este horménio foi caracterizado
como um fator tréfico para as células desse tecido, seus resultados demonstraram a
necessidade da PRL para o bom funcionamento das células fotorreceptoras e o
possivel valor terapéutico desse horménio contra os disturbios da retina relacionados
a idade. Garcia et al. (2016), também utilizaram a linhagem celular humana ARPE-19
(células do epitélio pigmentar da retina) a presenca desse hormoénio reduziu os danos
causados pelo peréxido de hidrogénio e os niveis de espécies reativas de oxigénio
nessas células, esse efeito foi relacionado a acdo da PRL inibindo o aumento de Ca?*
induzido pela desacetilase SIRT2, mediado pelo receptor TRPM2, esses dois fatores
sao considerados alvos da acéo antioxidante deste hormonio.

A acdo da PRL sobre as células do sistema imune foi observada por Guzman
et al. (2008) quando avaliaram o efeito protetor deste hormoénio contra os efeitos da
exposicao a luz UV, observou-se que a exposi¢ao a luz UV induziu uma diminuicao
no numero de linfécitos T gama delta e nos animais que receberam o tratamento com
PRL esse efeito foi diminuido; a PRL também reduziu o namero de células de
Langerhans morfologicamente alteradas.

Esse efeito imunomodulados da PRL também esta relacionado a um papel
antiparasitario deste horménio, observado em alguns estudos. Di Carlo et al. (1993) e
Meli et al. (1996) identificaram o efeito protetor de PRL contra a infeccdo por

Salmonella typhimurium. Filipin et al. (2011) e Filipin et al. (2019) observaram, in vivo,
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o efeito da PRL na doenca de Chagas. Dzitko et al. (2010), Dzitko et al. (2012) e
Mohammadpour et al. (2019) identificaram o efeito deste horménio na proliferacdo e
penetracdo nas células hospedeiras do Toxoplasma gondii. Os resultados
observados, confirmam o papel imunorregulatério da PRL.

A acdo protetora da PRL contra os efeitos do Metilmercurio (MeHg) foi
analisada por Santos (2008), em cultivo glial de cértex de ratos. No tratamento
conjugado, observou-se que a PRL atenuou os efeitos induzidos pelo metal,
aumentando a viabilidade celular, reduzindo alteragdes morfoldgicas caracteristicas
da citotoxicidade do MeHg, induzindo a proliferacdo celular e a liberagdo de
Interleucina-13.

Jesus (2012), utilizou a linhagem de linfécitos de primatas B95-A para investigar
a acao de PRL sobre os efeitos de MeHg, avaliou a viabilidade celular e a resposta
imune dessas células, considerando a concentracdo do fator de necrose tumoral alfa
(TNF a) no sobrenadante do cultivo. A PRL foi capaz de prevenir a diminuicdo da
viabilidade celular causada pelo MeHg e de reverter a liberacdo da citocina pro-
inflamatéria TNF a, protegendo as células contra os efeitos téxicos do mercurio.

Também foi identificada a acao citoprotetora da PRL in vitro em linhagens
celulares humanas submetidas a efeitos citotoxicos e mutagénicos do MeHg. Silva-
Pereira et al. (2014) avaliaram o efeito citoprotetor da PRL em cultura de linfocitos e
na linhagem HL-60; observaram a influéncia do MeHg na cinética do ciclo celular e a
acao da PRL sobre esse efeito. A PRL reduziu a inducao de poliploidias causada pelo
MeHg, evidenciando agéo desse horménio contra o efeito mutagénico do mercurio; a
partir da analise do indice mitético, observaram uma reducdo na citotoxicidade
causada pelo metal, revelando a acédo do hormdénio como fator co-mitogénico e inibidor
de apoptose.

Considerando as agfes protetoras ja observadas, inclusive contra os efeitos do
metilmercurio; somando-se a isto, o fato de que este horménio ndo esta relacionado
ao desenvolvimento do cancer de mama, como ja foi imaginado (GOODMAN &
BERCOVICH, 2008); avaliar a prolactina como uma alternativa de protecao, se mostra

interessante.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar in vivo o potencial protetor da prolactina contra danos causados pelo

metilmercurio.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Demonstrar in vivo ac¢des toxicas do MeHg em mamifero;

- Analisar as enzimas antioxidantes para verificar a acao protetora da prolactina
contra a acao citotoxica do MeHg;

- Verificar a acdo protetora da prolactina contra a acdo genotoxica do MeHg;

- Verificar a agéo protetora da prolactina conta danos aos tecidos renais e
hepaticos, analisando a histopatologia e parametros séricos.

- Identificar danos encefalicos causados pelo MeHg e a presenca ou auséncia

destes nos tratamentos com a prolactina.
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3 METODOLOGIA

60 camundongos (Mus musculus) saudaveis, adultos jovens de ambos o0s
sexos foram obtidos do biotério do Instituto Evandro Chagas e mantidos no biotério
da Universidade do Estado do Para — UEPA, 5 animais por gaiola, machos e fémeas
em espacos separados (Figura 1 e 2), em ambiente com temperatura de 22°C (x 3°C),

num ciclo de 12h claro/12h escuro, recebendo agua e racédo (OECD, 2016).

Figura 1: Camundongos machos em gaiolas no biotério da UEPA.

Figura 2: Camundongos fémeas em gaiolas no biotério da UEPA.
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Esses animais também receberam uma marcacdo em suas caudas (Figura 3)
para correta identificacdo de cada um em sua gaiola, essa marcacao era reforcada
sempre que necessario. Toda a manipulacdo e tratamento dos animais foram
realizados no biotério da UEPA.

Figura 3: Marcacéo na cauda do camundongo.

3.1 TRATAMENTOS

Os animais foram divididos em seis grupos de 10 animais cada, 5 de cada sexo,
conforme as doses de metilmercurio e prolactina; ja que, de acordo com OECD (2016),
em estudos de micronudcleos devem ser usados um minimo de 5 animais de cada sexo
por grupo de tratamento. Apos o periodo de aclimatacdo, os animais, receberam os
tratamentos com CHsHgCl (Sigma-Aldrich®) e PRL (Sigma-Aldrich®), ambos diluidos
em agua destilada (solucdo-méae) e solucdo salina 0,9% (solucdo de uso), nas
concentragdes descritas no Quadro 1, por um periodo de 45 dias (PARK et al., 2011,
RIZZETTI, 2012; MANZOLLI, et al., 2015).

A concentracdo de mercurio foi escolhida com base em estudos de Barcelos et
al. (2011 e 2012) e Manzolli et al. (2015), que consideram 30 pg/kg de MeHg uma
concentracdo capaz de induzir danos ao DNA e alterac6es no estado redox da célula,
e sdo esses tipos de lesbes induzidas para a avaliacdo do potencial citoprotetor da
prolactina que s&do objetivo do presente estudo. As concentracdes testadas de
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prolactina foram escolhidas com base no estudo de Park et al. (2011), que observaram
com essas concentragdes, um aumento do nivel sérico de prolactina e um aumento

da proliferacdo das células B em ratas diabéticas.

Quadro 1: Descri¢do dos tratamentos com cloreto de metilmercurio e prolactina.

MeHg PRL
Grupo de Tratamentos (Hg/kg/dia) (Hg/kg/12h)

CN - -
MeHg 30 -

PRL 25 - 25

PRL 250 - 250

MeHg + PRL25 30 25

MeHg + PRL250 30 250

Todo dia, antes do primeiro tratamento do dia, os animais eram pesados, para,
a partir da média da massa de cada gaiola, serem preparadas as solucdes de uso de
cada tratamento. Os camundongos receberam o metilmercario por gavagem (Figura
4). Em relagéo a prolactina, o tratamento foi feito por injecdo subcutanea (CAMARGO
et al., 2017). Nos animais que receberam os dois tratamentos, a prolactina foi
administrada simultaneamente ao tratamento com metilmercurio e 12 horas depois,
de acordo com a dose e o tempo indicados no quadro acima. O grupo CN (grupo
controle negativo) recebeu injecdo subcutanea de solucédo salina 0,9% durante o

mesmo periodo de tratamento dos outros grupos (12h/12h).
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Figura 4: Gavagem
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Ao final dos tratamentos todos os animais foram anestesiados para a realizacao
da puncédo cardiaca, em seguida foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical (quando necessario) e as amostras de orgaos/tecidos para a realizacdo dos
bioensaios foram obtidas (Figura 5): sangue para a analise bioguimica, amostras de
figado e rim para os bioensaios enzimaticos; rim, encéfalo e figado para analise
histologica e amostras do figado e da medula O6ssea para o0s bioensaios de

genotoxicidade, ensaio cometa e teste de micronucleo respectivamente.

Figura 5: Obtencdo das amostras apds a eutanasia

Os bioensaios enzimaticos e a preparacdo das laminas para analise histolégica
foram realizados no Laboratério de Morfofisiologia Aplicada a Salude da UEPA, a
preparacao das laminas do Teste de Micronucleo, no Laboratorio de Citogenética da
UEPA e o Ensaio Cometa no Laboratério de Citogenética Humana da Universidade
Federal do Para — UFPA.

O lixo bioldgico referente a carcaca dos animais e quaisquer outros que foram
produzidos em decorréncia da realizacéo do projeto, foram acondicionados em sacos
plasticos hermeticamente fechados e devidamente identificados até a sua devida
coleta no Biotério da UEPA.

O estudo seguiu os preceitos da legislagcao nacional para utilizacéo e criagao
de animais para experimentacao (Lei Federal n°® 11.794, de 2008) e os Principios
Eticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo realizado de
acordo com a diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para fins
cientificos e didaticos — DBCA (CONCEA, 2013), e foi submetido a aprovacdo do
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comité de ética em pesquisa em uso de animais da UEPA (CEUA/UEPA), sob o

protocolo n°16/2017 e parecer favoravel (Anexo 1).

3.2 ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras de sangue foram analisadas para determinacao dos niveis séricos
de ureia, creatinina, aminotransferase de aspartato (AST) ou TGO, aminotransferase
de alanina (ALT) ou TGP, mercurio e PRL. Ureia, creatinina, AST e ALT foram
mensuradas através do método enzimatico colorimétrico por kit comercial (Labtest —
Brasil). O mercurio total foi determinado seguindo os procedimentos descritos por
Yasutake et al. (2005); o sangue foi hemolisado por agua destilada (1:50) e os niveis
totais de Hg nos homogenatos (100uL) e sangue hemolisado (100uL) foram
determinados pelo método de amalgama de ouro por combustdo de oxigénio usando
um analisador de mercurio de absorcao atbmica MD-A
(https://mercuryanalyser.com/index.html). Os niveis plasmaticos de prolactina foram
estudados com ELISA (Mouse Prolactin DuoSet; R&D Systems), este kit de
desenvolvimento DuoSet ELISA contém 0s componentes basicos necessarios para o
desenvolvimento de ELISAs para medir a Prolactina de camundongo natural e

recombinante.

3.3 BIOENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

Parte do figado coletado foi fragmentado com auxilio de uma pin¢a e um bisturi,
em 1ml de solucéo de tripsina/edta a 0,25%, apds poucos minutos de fragmentacao,
foi acrescentado soro fetal bovino (SBF) para neutralizar o efeito da tripsina. Apos
decantacdo desse material, o sobrenadante foi coletado para a realizacao do ensaio
cometa (TICE et al, 2000).

O estudo da frequéncia de micronucleo foi realizado em células da medula
0ssea obedecendo a critérios recomendados pelo guia de teste de Micronucleos em
eritrocitos de Mamiferos (OECD, 2016) e por Ribeiro et al. (2003).


https://mercuryanalyser.com/index.html
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3.3.1 Ensaio cometa

Também conhecido como SCGE (single cell gel electrophoresis), o ensaio
cometa € uma técnica rapida e sensivel de analise e quantificacdo de danos ao DNA
de células individuais. Assim, pode ser usada na pesquisa de cancer, avaliacdo de
genotoxicidade e efetividade da quimioprevencdo. A imagem que € obtida lembra um
“cometa” com cabeca e cauda distintas. Esta técnica foi desenvolvida por Ostling &
Johansson em 1984, porém Singh e colaboradores a modificaram em 1988, como o
ensaio cometa alcalino. A cabeca é composta de DNA intacto, enquanto a cauda
consiste de DNA danificado ou fragmentado. Consequentemente, a extensdo da
migracdo do DNA reflete a extenséo dos danos (FAIRBAIRN et al., 1995).

Da amostra coletada, 15 pyL foram misturados e homogeneizados em 100 uL
de agarose de baixo ponto de fusdo e espalhada em lamina de microscopia pré-
coberta com agarose de ponto de fusdo normal. As células foram lisadas (2,5 M NaCl,
100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, 1% Triton-X e 10% DMSO) por cerca de 24 horas
a 4°C e depois postas em uma cuba horizontal de eletroforese, contendo uma solucao
alcalina gelada (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13, 4°C) por 20 minutos para
relaxar as fitas de DNA. A corrente elétrica utilizada foi de 300 mA e voltagem de 34
V. Depois as laminas foram neutralizadas (5 min em agua destilada gelada) e fixadas
(5 min em etanol absoluto), coradas com brometo de etidio (20 ug/mL) e analisadas
com o auxilio do microscopio de fluorescéncia.

Foram analisados 100 nucleoides de cada animal de cada grupo de tratamento
para determinar a extensdo do dano causado sobre o DNA. Para isto, fez-se uso de
uma escala visual composta de 5 classes de acordo com a extensao de DNA migrado
durante a eletroforese (zero a quatro). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de

variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5%.

3.3.2 Teste do micronucleo

Micronucleos (MN) sdo pequenos corpusculos compostos por material
cromossémico. AplGs a separacdo das cromatides no processo de mitose, dois
ndcleos sao reconstituidos, um em cada polo. A membrana nuclear é refeita ao redor
destes dois conjuntos de cromossomos. Mas, se um Ccromossomo inteiro ou um

fragmento cromossOmico acéntrico ndo se integra ao novo nucleo, este também pode
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constituir um pequeno nacleo individual, chamado microndcleo (VILLELA et al., 2003).
Assim, este teste detecta tanto eventos aneugénicos (alteragcdes no numero de
cromossomos do genoma, devido a erros na distribuicdo destes durante o processo
de diviséo celular), quanto eventos clastogénicos (quebras que produzem alteracdes
na estrutura dos cromossomaos).

Para o bioensaio, apds a eutanasia do animal cortou-se a pele que cobre a
perna e retira-se o fémur; foram cortadas as extremidades do fémur para expor o canal
da medula; a agulha de uma seringa de 1ml, previamente preenchida com soro fetal
bovino (SBF), foi inserida firmemente na abertura do fémur, injetando-se o soro, de
modo a empurrar a medula para dentro de um tubo de seringa (Figura 6), previamente
marcado com o codigo do animal; a suspensao foi centrifugada, por 5 minutos, a 1000
rpm, e o sobrenadante descartado com o auxilio da pipeta de Pasteur. O sedimento
foi ressuspendido em 0,5 mL de SBF para a preparacao dos esfregacos.

Figura 6: Obtencao da medula 6ssea do fémur para a realizagao do teste de micronucleo

Duas ou trés gostas foram pingadas em lamina bem limpa; com o auxilio de
uma laminula foi feita a extensao, que secou ao ar, em temperatura ambiente. ApGs
a secagem e fixacdo em etanol absoluto por 10 minutos, a lamina foi corada com
corante Leishman para diferenciar eritrocitos policromaticos (EPC), eritrocitos
normocromaticos (ENC) e eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN) (OECD
2016; RIBEIRO, et al., 2003; PASSOS 2013). As laminas para o escore de MN foram
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observadas ao microscopio sob ampliagdo de 1000X. Foram analisados, em teste
cego, 1.000 eritrocitos por lamina e, assim, 2.000 por animal. Para verificacdo da
ocorréncia de diferencgas significativas entre os grupos, os dados foram comparados
por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 5%.

3.4 BIOENSAIOS ENZIMATICOS
3.4.1 Preparo das amostras

As amostras de figado e de rim de cada animal foram coletadas, pesadas e
homogeneizadas na proporcdo de 1:10 (0,1g da amostra para 1000 pL de solucéo
salina a 0,9%, com auxilio de homogeneizador. Os homogeneizados foram
transferidos a microtubos e centrifugados. Amostras do sobrenadante foram
aliquotadas em microtubos e armazenadas a -80° C para posterior realizacdo das
analises bioquimicas. Aliquotas foram guardadas para a andlise da peroxidacdo
lipidica e para os testes de atividade das enzimas Catalase (CAT) e Superéxido
Dismutase (SOD).

3.4.2 Quantificacdo de proteina — Método Bradford

O método de Bradford foi utilizado para estimar a concentragdo de proteina
através de analise espectrofotométrica. O método € baseado na reacdo colorimétrica
entre a proteina no interior da amostra e a solu¢do de Bradford (Blue Coomassie
0,01%, etanol 4,75%, acido fosforico 8,5%) em ambientes escuros e frios. Foi
adicionado 20 pl do lisado em 1 mL de solucdo de Bradford; esta mistura foi
homogeneizada e deixada para reagir durante 5 minutos. Em seguida, 200 puL da
mistura foram analisados em duplicatas e lidos a 595 nm no espectrofotdmetro. A
concentracdo de proteina da amostra € estimada por equivaléncia de albumina
(absorbancia 0,66 a 280 nm). Os resultados sdo expressos em mg/mL. A
guantificacao de proteina é considerada para o célculo da peroxidacéo lipidica e das
atividades das enzimas analisadas.
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3.4.3 Peroxidacdao Lipidica

Para se determinar a concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), que sdo os produtos resultantes da peroxidacéo lipidica, foi
utiizado o método de Winterbourn et al., (1985) modificado para andlise em
espectofotometria.

O método baseia-se na alteracdo da coloracédo da amostra (plasma) quando a
mesma € colocada para reagir com o TBARS a 1 % na temperatura de 90 a 100 °C e
em meio acido. Em tubos de propileno de 1,5 ml, foram colocados 10 pL de butil-
hidroxi-tolueno (BHT) (solug&o etandica a 2 %), 200 pL de &cido cloridrico (HCI) 25%,
200 pL de solucdo de TBARS (1%) dissolvido em solucdo aquosa de NaOH a 0,05N
e 200 yL de amostra. Foi feito um branco com todas as solu¢cdes colocando-se, no
lugar da amostra, solucao salina 0,9%.

Posteriormente, os tubos contendo a mistura foram incubados em banho
fervente (100 °C) durante 15 minutos e resfriados em banho de gelo. Em seguida,
adicionou-se 618 pL de butanol em cada tubo e agitados em vortex até que houvesse
a transferéncia total da coloragao résea da camada inferior para a superior. A mistura
foi centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm até que a fase do butanol (sobrenadante)
tornou-se limpida. Foram retirados 200 ul de sobrenadante, e as amostras foram
distribuidas em duplicata em uma placa de 96 pocos. A placa foi introduzida em um
espectrofotdmetro, onde mediu-se a absorbancia ao comprimento de onda de 532 nm.

A amplificacdo da peroxidacdo durante o ensaio foi prevenida pela adicéo de
um antioxidante (BHT) (BROWN &KELLY, 1996). A concentracdo de TBARS foi
determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do MDA (e = 1,56 x 10-5.
MmL?). Concentracdo de TBARS = Absorbancia/1,56 x diluicées (WINTERBOURN
et al., 1985).

3.4.4 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi determinada seguindo o método de Aebi
(1984), que consiste em mensurar a atividade desta enzima por meio da
decomposicao de peréxido de hidrogénio exdgeno, gerando oxigénio e agua, através
de espectrofotometria. A velocidade de decomposi¢cédo do peroxido de hidrogénio é

mensurada em 240 nm durante 20 s. Utiliza-se a solucéo de peréxido de hidrogénio
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(H202) 10 mM em tampéo fosfato mM pH 7,0 preparada e titulada no dia da analise.
Para isso, foi adicionado 2 mL desta solugdo na cubeta, com acréscimo de 20uL da
amostra, em seguida, é feita a leitura da queda da absorbancia. Os valores séo

expressos em mmol.min ~t.mL 1

3.4.5 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 550 nm, de
acordo com o método de Flohé (1987) adaptado. A enzima em questdo catalisa a
dismutacdo do superdéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. O procedimento
técnico consiste, inicialmente no preparo das seguintes solucdes: (a) tampéo fosfato
de sédio 50mM adicionados em 0.1mM de EDTA, Citocromo C e Xantina; (b) EDTA
adicionado de Xantina Oxidase. Em seguida, sob temperatura de 25°C, foi realizado
0 ensaio que consiste no meio de reacao adicionado a cubeta e, logo em seguida, a
amostra. O procedimento relacionado ao branco é varidvel tanto na quantidade de
solucdo a quanto na quantidade de solucéo b. A leitura espectrofotomética total tem
a duracdo de 8 minutos. Os valores sédo expressos em USOD.mL 2.

3.5 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS HISTOLOGICAS

Os drgéos retirados para analise histopatolégica (rins, figado e encéfalo) foram
analisados quanto a coloracdo e a presenca de hemorragias e/ou outras alteracdes.
Em seguida foram fixados em formol a 10% e posteriormente processados para
andlise histoldgica.

As amostras de tecidos foram processadas seguindo a sequéncia padronizada
de procedimentos histologicos, foram desidratadas em concentracdes crescentes de
etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) e, apés a infiltracdo do tecido em xilol
(diafanizac&o ou clarificacéo), foram incorporadas em blocos de parafina; em seguida
foram seccionados em cortes de 5um de espessura e 0s cortes corados com
hematoxilina e eosina para entdo serem analisados através de um aumento de 400X
(PROPHET et al., 1995; GEYIKOGLU et al., 2013; CANAKCI et al., 2016).
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Para as amostras de rim e figado foram analisadas 4 laminas de cada animal,
e para as amostras de encéfalo, duas laminas (apenas para uma caracterizacao
gualitativa do tecido). Cada lamina com dois cortes, que foram divididos em
guadrantes. As andlises dos tecidos renal e hepético consideraram a frequéncia das
alteragOes observadas por quadrante. Os danos aos tecidos foram agrupados de
acordo com a frequéncia de ocorréncia; 0: sem anormalidade, 0+: as anormalidades
sdo muito raras, +: baixa frequéncia de anormalidades, ++: frequéncia moderada de
anormalidades e +++: alta frequéncia de anormalidades.

Também foi calculado o grau de dano tecidual (GDT), as alteracdes
histopatol6gicas em cada 6rgéo foram classificadas de acordo com a fase do dano:
fase | refere-se a danos citologicos e teciduais reversiveis que ndo afetem a
funcionalidade do 6rgéao; fase Il indica danos citoldgicos e teciduais que possuam uma
moderada reversibilidade e que n&o alteram a funcionalidade do 6rgéo; fase Il refere-
se a danos citoldgicos e teciduais irreversiveis que levam a uma disfuncédo do 6rgéao.
GDT foi quantificado nos 6rgdos examinados usando a formula: GDT = (1 x ZFI) + (10
x ZFIl) + (100 x ZFIll). ZFI, 2Fll, e XFIll calculado pelo ndmero total de danos
histopatolégicos observados em cada fase (ALNOAIMI et al, 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os grupos iniciaram o periodo de aclimatacdo com 5 animais de cada
género. Dentre os machos, ao longo de todo o periodo de tratamento foi observado
um comportamento agressivo em alguns individuos de cada grupo, assim que o
animal que estava apresentando esse comportamento era identificado, ele era
retirado da gaiola do grupo e colocado em uma gaiola individual; alguns animais
ficaram machucados por conta desse comportamento agressivo e destes, alguns néao
resistiram. Dessa forma, ao final do periodo de tratamento, o grupo controle possuia
apenas 3 animais vivos e o grupo que recebeu MeHg + PRL na maior concentracao
possuia apenas 4 individuos. O grupo controle das fémeas ja iniciou o experimento

com apenas 4 animais.

4.1 DOSAGEM DE MERCURIO E DE PROLACTINA

A determinacao de Hg no sangue é um importante indicador da exposicédo ao
mercurio organico (MAGNO, 2009). O nivel de mercurio no sangue dos animais que
participaram do experimento foi avaliado e observamos um aumento significativo
(p<0,01) deste metal no sangue dos animais que receberam MeHg (sozinho ou no
tratamento conjugado com PRL) quando comparados aos animais que nao receberam
0 metal (grupo controle e animais que receberam apenas PRL). Nos animais que
receberam o tratamento conjugado (MeHg + PRL) observamos uma reducao
significativa de mercuario sérico, quando comparados com 0 grupo que recebeu

apenas MeHg (Figura 7).
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Figura 7: Nivel sérico de Mercurio em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas
(imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparado com todos os outros
grupos de tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL 25, comparado
com todos os outros grupos de tratamentos; c: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg
+ PRL 250, comparado com o0s outros grupos de tratamentos. a,b e c .

(p<0,01), ANOVA com pos teste Tukey.

Assim como nossa analise, outros autores ja consideraram esse parametro.
Diversos estudos in vivo, determinaram o nivel do Hg nos animais ap0s a exposicao
experimental, observando um aumento significativo de Hg no sangue dos animais
expostos, inclusive em um nivel maior do que a quantidade do metal acumulada em
outros tecidos (figado, rim, cérebro, cabelos etc), quando avaliados (PASSOS et al.,
2008; BARCELOS et al., 2011; GROTTO et al.,, 2011a; GROTTO et al.,, 2011b;
BRACELOS et al., 2012; PAULA et al., 2016).

Nossos resultados também demostraram uma reducdo de Hg no sangue dos

animais que receberam o tratamento conjugado com PRL.

O nivel sérico de PRL foi medido e, em ambos os sexos, observou-se uma
diferenca estatisticamente significativa quando comparado o grupo controle com todos
0S outros grupos de tratamento (p<0,01 e p<0,05) apenas quando comparado o grupo
gue recebeu o tratamento conjugado de MeHg junto com a PRL na maior
concentracdo e o grupo controle nos machos). Os animais que receberam apenas
MeHg tiveram uma reducéao significativa de PRL quando comparados aos do grupo
controle. Dos animais que receberam o tratamento conjugado, no grupo que recebeu

a maior concentracdo de PRL, observamos um aumento significativo do nivel sérico
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deste hormdnio quando comparados aos animais que receberam apenas MeHg;
também observamos uma reducdo significativa deste hormdénio no sangue quando
comparamos 0s grupos que receberam o tratamento conjugado com 0S grupos que

receberam apenas a PRL nas respectivas concentracdes (Figura 8).
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Figura 8: Nivel sérico de Prolactina em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas
(imagem B). a: diferenga estatisticamente significativa do grupo controle, comparado com todos 0s
outros grupos de tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparado
com todos os outros tratamentos (menos com o grupo MeHg + PRL25, com o qual ndo houve diferenca
estatistica); c: diferenca estatisticamente significativa do grupo que PRL 25, comparado com o grupo
MeHg+PRL 25; d: diferenca estatisticamente significativa do grupo PRL 250, comparado com o grupo
MeHg+PRL 250. a, b, ¢ e d (p<0,01), # diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
e MeHg+PRL 250, nos machos (p<0,05). ANOVA com pés teste Tukey.

4.2 BIOENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

A partir do ensaio cometa nao foi observada uma diferenca estatistica entre os
indices de danos encontrados nos grupos CN e MeHg. Porém observamos uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,01) na reducéo dos indices de danos nos
animais pertencentes aos grupos que receberam apenas PRL nas duas
concentracdes, quando comparados aos outros grupos de tratamento. Os animais que
receberam o tratamento conjugado apresentaram indices de danos semelhantes aos

do controle e aos que receberam apenas MeHg (figura 9). Nessas condi¢cdes de
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estudo nao conseguimos provar um efeito protetor da PRL contra os efeitos

genotoxicos do MeHg.

A B
ENSAIO COMETA - MACHO ENSAIO COMETA - FEMEA
4- 4-
g 3- | ‘ 2 3 =
o =X 3
2, L b >
S b S a
2, I 2 4] =
=
0 ] Ll ] ) T 0 ] Ll ] i
P S N SN O S N SN
S XV LV P G XNV PV P
¥ @& & xqqy & ¥ & & xqqy &
R e 2 o
¥ & & &

Figura 9: indice de dano de cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas (imagem B). a:
diferenca estatisticamente significativa do grupo PRL25, comparada a todos os outros grupos de
tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo PRL250, comparada a todos os outros

grupos de tratamentos. a e b (p<0,01), ANOVA com pos teste Tukey.

O Teste do Micronicleo mostrou um aumento significativo (p<0,01) na
frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN) no grupo que
recebeu apenas o MeHg quando comparado ao grupo controle, evidenciando o
potencial mutagénico deste metal. O tratamento conjugado, com as duas
concentragdes de PRL, reduziu significativamente (p<0,01) a frequéncia de EPCMN.

Os animais que receberam apenas a PRL n&o apresentaram diferenca
significativa na frequéncia de EPCMN quando comparados aos animais do grupo CN,
em nenhuma das concentracdes testadas. Nesse contexto, a PRL ndo apresenta um
efeito mutagénico e apresenta um efeito protetor as acées mutagénicas do MeHg.
(tabela 1; figura 10).
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Tabela 1: Quantidade de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN), média

e desvio padréao (DP), em cada grupo de tratamento, em cada género.

TRATAMENTO ANIMAL EPCMN MEDIA + DP
CN 3 Machos 10 3,3+2,08
4 Fémeas 9 2.3+2.22
5 Machos 87 17.4 £ 3.36
IR 5 Fémeas 88 17.6 +5.77
5 Machos 5 1.0+0.71
AL ZS 5 Fémeas 5 1.0+1.22
5 Machos 4 0.8 +0.84
PRl 250 5 Fémeas 7 14+1.14
5 Machos 7 1.4+1.14
MeHg +PRL 25 5 rameas 8 1.6+0.89
4 Machos 7 1.8 +0.50
MeHg +PRL 250 5 rameas 8 1.6 +0.89
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Figura 10: EPCMN em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas (imagem B). a:
diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparada a todos os outros tratamentos. a
(p<0,01), ANOVA com p0s teste Tukey.

Também foi avaliada a toxicidade para medula 6ssea dos camundongos de
cada tratamento, considerando a razdo entre a quantidade de eritrécitos
policromaticos e o total de eritrocitos (policromaticos + normocromaticos) e
observamos que nenhum tratamento se apresentou téxico para a medula.

Os efeitos genotoxicos do MeHg foram demonstrados atraveés do teste do

Micronucleo, que, de acordo com Ribeiro et al. (2003), utiliza eritrécitos policromaticos
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retirados da medula 6ssea de camundongos para mostrar o efeito do agente quimico
testado, sendo um aumento significativo de eritrocitos micronucleados a evidéncia da
genotoxicidade da substancia testada.

Em nossas condi¢des de estudo, observou-se um importante efeito genotédxico
de MeHg caracterizado pelo aumento de EPCMN. Muitos estudos ja demostraram o
efeito genotdxico deste metal. Lopes-Poleza (2004) e Rocha et al. (2011a e 2011b)
realizaram o teste do microndcleo em peixes expostos ao metilmercurio, e tanto em
uma exposicdo subcrbnica, como numa exposicdo aguda (respectivamente),
considerando, além de células micronucleadas, células com outras anormalidades
morfonucleares, o metal apresentou efeitos genotoxicos.

In vitro, o teste do micronucleo com o bloqueio de citocalasina B para a analise
de células binucleadas ja foi utilizado para analisar este efeito toxico do MeHg.
Linhagens celulares (neopléasicas e ndo neoplasicas) foram expostas a baixas
concentracfes de MeHg, em um curto periodo de tempo e observou-se um aumento
significativo de células com MN, além de outras alteracbes como pontes nucleares,
brotos e apoptose (CRESPO-LOPEZ et al.,, 2016; SILVA, 2017). O teste do
micronucleo com bloqueio de citocalasina B foi realizado por Galeano-Paez et al.
(2020) no sangue coletado de populacdes humanas expostas através da dieta a esse
metal, demonstrando o efeito genotoxico do mercurio.

A genotoxicidade do Hg também ja foi demonstrada através do ensaio cometa,
com um importante aumento da cauda dos nucleoides observados, caracterizando
guebras na molécula de DNA, esses estudos foram realizados in vitro (CRESPO-
LOPEZ et al., 2016; SILVA, 2017) e in vivo, com ratos (BARCELOS et al., 2011,
GROTTO et al., 2011a; BARCELOS et al., 2012; BHOWMIK & PRATA, 2015), peixes
(LOPES-POLEZA 2004; ROCHA et al., 2011b) e girinos (SANTOS, 2019). Nossos
resultados do ensaio cometa ndo nos permitiram caracterizar a genotoxicidade do
MeHg a partir desse parametro, pois ndo observamos diferencas significativas de
indice de danos entre os grupos controle e que recebeu MeHg.

Essa diferenca em nossos resultados, entre o teste de MN e 0 ensaio cometa,
pode estar relacionada a agdo aneugénica do metal. Sousa (2018), por exemplo,
conseguiu evidenciar in vitro este efeito aneugénico a partir da realizacao do teste do
MN com FISH, identificando a formacéo de MN com a perda de cromossomos inteiros
do nucleo principal, e, assim como em nossos estudos, ndo observaram um aumento

de quebras cromossbmicas a partir do ensaio cometa, em uma das linhagens
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utilizadas. A autora relaciona estes achados a diversidade de efeitos toxicos que o
mercurio pode induzir em diferentes tipos de tecidos e células.

Aberracbes cromossomicas e poliploidias também ja foram considerados
como parametros para caracterizar a genotoxicidade do mercurio (SILVA-PEREIRA
et al., 2005; SILVA-PEREIRA et al., 2014; BHOWMIK & PRATA, 2015)

Esses estudos indicam que o efeito genotoxico observado pode estar
relacionado a acdes deste metal como: a producao de espécies reativas de oxigénio
que, por sua vez, induzem quebras na molécula de DNA, ou a interacdo direta do
metal com a molécula de DNA, modificando sua estrutura e consequentemente
causando quebras, além de um comprometimento da integridade de microtibulos
envolvidos na orientacédo da divisdo celular.

Nossos resultados demonstraram um efeito protetor da PRL contra esses
efeitos genotoxicos induzidos pelo MeHg, reduzindo significativamente o nimero de
EPCMN na medula 6ssea dos animais que receberam o tratamento conjugado (MeHg
+ PRL), em ambos os géneros. Silva-Pereira et al. (2014), observaram uma reducao
dos efeitos genotoxicos induzidos por MeHg na linhagem HL-60 (leucemia) e linfécitos
humanos, quando essas células eram tratadas com PRL. Jesus 2012, também
observou o efeito protetor da PRL contra efeitos citotoxicos do MeHg na linhagem
B95-A (linfécito de primata), onde a presenca do horménio inibiu a reducdo da
viabilidade celular provocada pelo metal.

Esse efeito protetor da PRL pode estar relacionado a ativacdo de vias de
sinalizacao, a partir da interagéo deste hormonio com seu receptor, como a vias JAK-
Stat e MAPK; essas vias de sinalizacdes relacionam-se a transcricao de ciclinas, a
ativacao de nucleotideos de guanina, de enzimas de desintoxicacao e organizacao do
citoesqueleto, o que pode inibir os danos diretos ou indiretos ao DNA e a apoptose
(LAPENSEE E BEM-JONATHAN, 2010; SILVA-PEREIRA et al., 2014).
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4.3 BIOENSAIOS ENZIMATICOS
4.3.1 Peroxidacao Lipidica

A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico foi avaliada em
amostras do figado e rim dos animais, para caracterizar a peroxidacao lipidica nas
células desses orgdos. No figado dos machos néo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre nenhum dos grupos de tratamento; nas fémeas,
apenas 0 grupo que recebeu MeHg junto com PRL na menor concentracao
apresentou um aumento significativo, comparado aos outros grupos (Figura 11). Com
relacdo a analise feita em amostras do rim dos animais, nos machos, apenas o grupo
gue recebeu MeHg junto com PRL na menor concentracao apresentou uma reducao
significativa com relacdo ao grupo controle; enquanto que nas fémeas, ndo houve
diferenca estatistica (Figura 12).

Nessas condi¢cdes experimentais ndo conseguimos provar um efeito citotdxico

do MeHg, comparado ao controle e nem uma acéao da PRL contra estes danos.
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Figura 11: Comparacao entre os niveis de peroxidacéo lipidica, no figado dos machos (imagem A) e
das fémeas (imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL25,
comparado com os outros tratamentos (fémeas). a (p<0,05), ANOVA com pés teste Tukey.
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Figura 12: Comparacao entre os niveis de peroxidagao lipidica, no rim dos machos (imagem A) e das
fémeas (imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL250, comparado
com o grupo controle (machos). a (p<0,05), ANOVA com poés teste Tukey.

4.3.2 Atividade da Catalase (CAT)

A avaliagdo da atividade da enzima catalase ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significativa em nenhum grupo de tratamento, em nenhum dos
géneros e em nenhum dos 6rgaos analisados (figado e rim) (Figuras 13 e 14).

Nestas condi¢gdes experimentais ndo conseguimos definir um efeito do MeHg e
da PRL na acdo da enzima catalase
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Figura 13: Comparacdo da atividade da Catalase no figado dos machos (imagem A) e das fémeas
(imagem B) de cada grupo de tratamento.
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Figura 14: Comparacdo da atividade da Catalase no rim dos machos (imagem A) e das fémeas
(imagem B) de cada grupo de tratamento.

4.3.3 Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida em amostras do figado e do rim dos animais.
Nas amostras de figado, em ambos 0s sexos, observamos um aumento desta
atividade em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo controle, mas
apenas no grupo que recebeu o tratamento conjugado de MeHg e PRL na maior
concentracdo, este aumento foi estatisticamente significativo (p<0,01). Nos machos,
a diferenca significativa foi entre este grupo (MeHg + PRL250) e os grupos controle e
gue recebeu apenas MeHg. Nas fémeas, a atividade da SOD foi estatisticamente
maior quando comparada com 0s grupos controle, o que recebeu apenas MeHg e o
gue recebeu apenas PRL na mesma concentracdo (Figura 15).

A avaliacdo da atividade da SOD no rim se mostrou mais sensivel,
demonstrando uma maior variagao entre 0S grupos, com 0S grupos que receberam o
tratamento conjugado (MeHg e PRL nas duas concentra¢cdes) apresentando uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,01) quando comparados aos outros
grupos, em ambos os géneros. Nas fémeas também observamos diferenca estatistica

entre o grupo controle e o grupo que recebeu apenas MeHg (Figura 16).
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Figura 15: Comparacao da atividade da SOD entre os grupos de tratamento, no figado dos machos
(imagem A) e das fémeas (imagem B). Na imagem A, a: diferenca estatisticamente significativa do
grupo MeHg + PRL250, comparado com o grupo controle e o grupo que recebeu apenas MeHg; na
imagem B, a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL250, comparado com os
grupos controle, que recebeu apenas MeHg e que recebeu apenas PRL na mesma concentracio
(nas fémeas). a (p<0,01), ANOVA com p0s teste Tukey.
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Figura 16: Comparacao da atividade da SOD entre os grupos de tratamento, no rim dos machos
(imagem A) e das fémeas (imagem B). Na imagem A, a: diferenca estatisticamente significativa do
grupo MeHg + PRL25, comparado com 0s grupos controle e o que recebeu apenas MeHg; b:
diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL250, comparado com 0s grupos
controle, que recebeu apenas MeHg e que recebeu apenas PRL na mesma concentracéo. Na
imagem B, a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg comparada ao grupo controle; b:
diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL25, comparada com os grupos controle
e gque recebeu apenas PRL na mesma concentragdo; c: diferenca estatisticamente significativa do
grupo MeHg + PRL250, comparada com os grupos controle, que recebeu apenas MeHg e que
recebeu apenas PRL na mesma concentragdo. a, b e ¢ (p<0,01), ANOVA com pés teste Tukey.
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No presente estudo, ndo foi possivel caracterizar a citotoxicidade do MeHg a
partir da peroxidacao lipidica e nem o efeito deste metal na atividade da enzima
catalase, assim como um possivel efeito antioxidante da PRL a partir desses
parametros. Entretanto, os resultados observados na anélise da agcédo da enzima SOD
demonstram algumas diferencas na atividade desta enzima, comparando 0s grupos
de tratamento. Diversos estudos ja avaliaram os efeitos do mercurio a partir do
estresse oxidativo que provoca, pelos mesmos parametros (peroxidacao lipidica e
atividade de enzimas antioxidantes) que avaliamos.

Costa-Malaquias et al. (2014), analisaram danos oxidativos induzidos pelo
metilmercuario na linhagem celular C6 de glioma de rato e, assim como em nossos
achados, ndo observaram diferenca significativa entre o grupo controle e o0 grupo
tratado com MeHg com relacao a peroxidacéo lipidica. Para esses autores, essa ndo
diferenca pode estar relacionada a um alto nivel de peroxidagéo lipidica no grupo
controle, em virtude de condic¢des de cultivo celular.

De forma semelhante a observada em nossas condi¢cfes de estudo, Belém-
filho (2015) ndo identificou um aumento na peroxidacdo lipidica em amostras do
sangue de ratas Wistar expostas a uma baixa concentragcdo de MeHg. Além da
peroxidacao lipidica, este autor avaliou outros parametros bioquimicos oxidativos,
como a atividade das enzimas CAT e SOD. Apesar da concentracdo utilizada e o
tempo de tratamento serem semelhantes aos de nosso estudo, as observacgdes das
atividades dessas enzimas foram opostas ao que observamos em nossos resultados;
nos animais que receberam MeHg, a atividade da enzima CAT foi muito aumentada
em relacdo ao grupo controle, enquanto que na avaliacdo da SOD néo se observou
alteracdo na atividade enzimatica. Os autores acreditam que ndo observaram
diferencas na atividade da SOD, devido ao fato desta enzima atuar de diferentes
maneiras em diferentes tecidos.

A avaliacdo da atividade oxidante do mercurio demonstra resultados ainda bem
divergentes; enquanto nos estudos citados acima, assim como em nossos resultados,
nao houve um aumento na peroxidacao lipidica, em varios outros o aumento deste
dano oxidativo é um importante efeito do metal. Franco (2009), Wagner et al. (2010)
e Jindal et al. (2010), identificaram, in vivo, um aumento significativo da peroxidacao
lipidica em amostras dos animais expostos ao mercurio, caracterizando a
citotoxicidade do metal. Esses autores também avaliaram a atividade de enzimas

antioxidantes; Franco (2009) associou a neurotoxicidade observada em camundongos
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expostos ao MeHg a inibicdo da enzima glutationa peroxidase; também observou um
aumento da atividade da glutationa reduzida nos filhotes expostos por via lactacional.

Wagner et al. (2010), observou uma redugédo significativa na atividade da
glutationa peroxidase no encéfalo e no rim de ratos Wistar expostos ao MeHg; ja a
atividade da SOD nao foi alterada. Jindal et al (2010), observaram uma reducdo na
atividade das enzimas glutationa reduzida e SOD; esses autores relacionam a inibicao
de enzimas pelo mercurio, principalmente das enzimas que contém grupo sulfidrila, a
capacidade que o metal possui de se ligar a esse grupamento.

Grotto et al. (2011b) e Souza et al. (2016), utilizaram a mesma concentragao
de MeHg, 140 ug/Kg/dia, durante 100 e 60 dias de tratamento, respectivamente, e
também observaram diferentes resultados com relacédo a enzima SOD; enquanto para
0s primeiros a atividade da enzima se manteve inalterada, para Souza et al. (2016), o
tratamento com o0 MeHg aumentou a expresséo desta enzima, indicando o aumento
no estresse oxidativo provocado pelo metal. Essa variagc&o nos resultados, pode estar
relacionada ao tecido utilizado para as analises. Grotto et al. (2011b) avaliaram
amostras de sangue, enquanto Souza et al. (2016) utilizaram o cérebro. Grotto et al
(2011b) também observaram uma reducdo significativa nas atividades de CAT e
glutationa peroxidase.

Em humanos, o status oxidativo foi avaliado em popula¢des consumidoras de
pescado de diferentes regides geograficas do estado do Para e os individuos da
regido mais proxima de antigas areas de garimpo foram os que apresentaram maior
guantidade de mercdurio total no sangue, chegando a niveis maiores que o limite de
tolerancia estabelecido pela OMS. Nesses individuos também foi observada uma
reducdo na quantificacdo de glutationa, quando comparada a analise das amostras
dos individuos das outras regides. Houve um aumento na peroxidacéo lipidica nesses
individuos, mas ndo tdo evidente quanto a reducdo da atividade da enzima
(OLIVEIRA, 2014).

Toda essa variedade de resultados indica que a avaliagdo dos parametros da
bioguimica oxidativa, embora muito importante para caracterizar a toxicidade do
mercurio, deve considerar outros fatores, como o tecido analisado, tipo mercurial,
dose e tempo de tratamento, entre outros.

Nossos resultados mostraram um aumento na atividade da SOD, inclusive nos
grupos que receberam PRL e de maneira significativa (p<0,01) nos grupos que

receberam o hormoénio junto com o metal. Esse aumento também caracteriza uma
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acao antioxidante da PRL. Alguns estudos demonstram o aumento da expresséo de
enzimas antioxidantes estimulado por esse hormdnio; Marmentini (2019), utilizando
cultura de células B pancreaticas da linhagem INS-1E, observou o aumento no
conteudo proteico de enzimas antioxidantes, inclusive a SOD e a ativagéo do receptor
ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR). Mansano (2018), utilizando uma
linhagem de insulinoma murino, demonstraram uma expressao diferencial da proteina
HSPB1, que tem sua ativacdo aumentada também devido ao estresse oxidativo,

sendo caracterizada como um mediador do efeito da PRL.

4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO RIM E DO FIGADO

Com andlise histolégica dos rins dos camundongos foram observados cortes
com capsula renal integra, tubulos dispersos por todo o parénquima e glomérulos
arredondados, com capsula de Bowman integra. Algumas alteracdes foram
observadas em todos os grupos, com diferentes frequéncias, em ambos 0s géneros
(Tabela 2 e Figura 17).



Tabela 2: Frequéncia das alteracdes no tecido renal, em cada grupo de tratamento, fémeas e machos.

FEMEAS MACHOS
ON Merg 5 Do prigs progso  CN MeH9 0 Doy bRl s pRi sk
Glomeérulos hipertrofiados ++ N o+ -+ O+  +++  ++ 4+ ++ ++
Tabulos edemaciados +++ +++ 0+ 0+ ++ +++ +++ +++ 0 ++ +++ +++
Descamacéo nos tubulos + ++ 0 0 + + +4 +4+ 0 + + o+
Degeneracao hidropica 0 ++ 0+ 0+ - ++ 0 o 0 ++ -+ ++
Degeneracao hialina de vasos 0 FH+ +++ o+ 0+  +++  +++  +++ 4+ +++

(0) ndo detectada, (0+) raramente detectada, (+) com frequéncia baixa, (++) com frequéncia moderada e (+++) com frequéncia alta.
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Figura 17: Andlise histopatoldgica do rim. A fémea do grupo controle - parénquima renal normal,
glomérulo (g), tabulo proximal (p), tibulo distal (d). B fémea do grupo MeHg - glomérulo hipertrofiado
(seta), tibulos edemaciados (circulo). C macho do grupo MeHg -area com células em degeneracao
hidropica. D macho do grupo MeHg - vaso com degeneragao hialina na camada média (cabeca de
seta). E macho do grupo PRL25 - glomérulo hipertrofiado (seta). F fémea do grupo PRL25 -
glomérulo hipertrofiado (seta). G fémea do grupo PRL250 - vaso com degeneracdo hialina na
camada média (cabecga de seta). H macho do grupo PRL250 - tubulos edemaciados. | macho do
grupo MeHg+PRL25 - descamacao de células necréticas nos tubulos (asteriscos). J macho do grupo
MeHg+PRL25 - area com células em degeneracéo hidropica. K fémea do grupo MeHg+PRL250 -
vaso com degeneracdo hialina na camada média (cabeca de seta). L macho do grupo
MeHg+PRL250 - descamacéo de células necroticas nos tlbulos (asteriscos), area com células em
degeneracéo hidrépica (circulo).

Glomérulos hipertrofiados foram observados em todos os grupos de
tratamento. Nas fémeas, a frequéncia dessa alteracéo foi moderada ou alta. Porém
nos grupos controle, PRL 25 e PRL 250, a maioria dos quadrantes, apresentava
apenas de 1 a 3 glomérulos alterados; enquanto que no grupo que recebeu apenas
0 metal e no grupo que recebeu o metal junto com a maior concentracdo de PRL,
foram observados mais de 10 glomérulos hipertrofiados na maioria dos quadrantes
analisados, chegando a 30 glomérulos alterados em um quadrante, no grupo de
tratamento conjugado.

Nos machos, glomérulos hipertrofiados sdo raros no grupo controle, e
apenas no grupo que recebeu s6 o metal € uma alteracdo de frequéncia alta

(chegando a cerca de 27 glomérulos em um quadrante); sendo uma alteracéo de
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frequéncia moderada nos grupos que receberam apenas PRL e o tratamento
conjugado.

A degeneracdo hidropica é uma alteracdo que nao foi observada no grupo
controle de ambos os géneros. Tanto nos machos, como nas fémeas, essa
alteracéo foi mais frequente nos grupos que receberam apenas o metal do que nos
grupos que receberam apenas PRL. Nos machos, essa foi uma alteracdo
observada em menor frequéncia no grupo que recebeu MeHg junto com PRL na
maior concentracdo do que no grupo que recebeu apenas o metal.

Uma outra alteragdo muito frequente, observada em todos os grupos de
tratamento, com excecdo do controle das fémeas, é a degeneracdo hialina na
parede dos vasos sanguineos; 0s grupos que receberam MeHg, sozinho ou em
conjunto com a PRL, apresentaram uma frequéncia alta dessa alteragéo. No grupo
que recebeu apenas o metal, de ambos os géneros, todos os quadrantes
observados, apresentavam vasos com essa alteragdo. Enquanto que os grupos
com tratamento conjugado, apesar de muito frequente, € uma alteracao que nao foi
observada em 100% dos quadrantes.

Além da analise da frequéncia das altera¢gfes, também avaliamos o grau de
dano tecidual (GDT). Para essa avaliacdo, os danos observados no tecido renal
foram classificados de acordo com a reversibilidade em: reversiveis (fase I) ou de
reversibilidade moderada (fase Il) (ALNOAIMI et al, 2021) (Quadro 2).

Quadro 2: Classificacdo dos danos observados no tecido renal.

DANO NO TECIDO CLASSIFICACAO
Glomérulos hipertrofiados FASE |
Tubulos edemaciados FASE |
Descamacao nos tibulos FASE |
Degeneracéao hidrépica FASE I
Degeneracao hialina de vasos FASE I

Todos os grupos de tratamento, em ambos 0s géneros, inclusive 0s grupos
gue receberam apenas PRL, apresentam um GDT significativamente maior
(p<0,01) que o observado no grupo CN. Apesar de se observar uma reducao no
indice de dano tecidual nos grupos com tratamento conjugado quando comparado
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ao grupo que recebeu apenas MeHg, essa reducdo ndo é estatisticamente
significativa; apenas no grupo de fémeas que recebeu a maior concentracéo de
PRL junto com MeHg, o indice de dano se aproxima do observado no grupo que
recebeu apenas PRL na respectiva concentracdo, indicando uma possivel protecéo
(Figura 18).
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Figura 18: Grau de dano tecidual (GDT) no rim em cada grupo de tratamento, machos (imagem A)
e fémeas (imagem B). a: diferenca significativa entre o grupo MeHg e os grupos CN, PRL 25 e PRL
250. a (p<0,01), ANOVA com pos teste Tukey.

De maneira geral, os cortes histologicos do figado dos camundongos
apresentavam hepatdcitos com limites bem definidos, citoplasma granuloso, nucleo
em forma esférica e centralizado; sinusoides integros; boa visualizagdo de veia
centrolobular e espaco porta. Foram identificadas alteracbes nos individuos de
todos os grupos de tratamento, de ambos os géneros, inclusive nos grupos
controles. AlteragBes como vasos sanguineos congestos, areas com hepatocitos
hipertrofiados e células com nucleos picnéticos, foram observadas em cortes do
figado de individuos de todos os grupos, em maior ou menor frequéncia (Tabela 3
e Figura 19).

Nessas condicbes de estudo, observamos que tanto MeHg quanto PRL

causam alteracdes no tecido hepético, mas algumas dessas alteragbes, como
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hepatocitos hipertrofiados, presenca de infiltrado inflamatorio e alteracdes no ou ao
redor do espaco porta, tendem a ser menos frequentes quando 0s animais Sao
tratados com o0 metal e o hormdnio conjuntamente. O aumento no nimero de vasos
ao redor do espaco porta e uma deformagédo da triade sdo alteragBes raras,
observadas apenas nos grupos que receberam individualmente MeHg ou PRL na
menor concentracdo. As fémeas que receberam apenas o MeHg apresentaram
cortes com areas com células anucleadas, caracterizando caridlise avancada e

essa alteracao néo foi observada em nenhum outro grupo de fémeas.



Tabela 3: Frequéncias da alteracdes no tecido hepético, em cada grupo de tratamento, fémeas e machos.
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FEMEAS MACHOS
PRL PRL  MeHg/ Mehg/ PRL PRL MeHg/ Mehg/
CN MeHg 25 250 pPRL25 PRL25s0 CN MeHI o5 550 pRL25 PRL 250
Hepatécitos hipertrofiado 0+ 0+ + 0+ 0+ 0+ 0+ + + ++ 0+ 0+
Infiltrado inflamatério 0 + ++ ++ 0+ 0+ 0+ + + + 0+ 0+
Picnose +++ + +++ + 0+ ++ +++ ++ +4++ + + +
Tumefacdo hidropica 0 0+ ++  ++t +++ + + L e A e +++ ++
Caritlise 0 0+ 0 0 0 0 0+ 0+ 0+ 0 0 0
Fibrose ao reqor dos vasos da 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0 0 0 0
triade
Vacuolizacéo proximo avasos da 0 0 0 0+ 0+ 0 0 0 0 0 0+ 0
triade
Espessamento dos vasos datriade 0 ++ ++ ++ 0+ + 0 ++ + + 0+ +
0 0+ 0+ 0 0 0
Aumento do n° dg vasos ao redor 0 0+ 0+ 0 0 0
da triade
Triade deformada 0 0+ 0+ 0 0 0 0 0+ 0+ 0 0 0

(0) ndo detectada, (0+) raramente detectada, (+) com frequéncia baixa, (++) com frequéncia moderada e (+++) com frequéncia alta.



Figura 19: Analise histopatoldgica do figado. A fémea do grupo controle negativo - tecido hepéatico
normal, espaco porta (circulo), sinusoides (setas) e hepatocitos (cabecas de seta). B macho do
grupo MeHg - hepatdcitos edemaciados (setas) e areas com células em caridlise (circulos). C macho
do grupo MeHg - espessamento da parede da veia da triade (seta). D macho do grupo MeHg - triade
com aumento no ndmero de estruturas. E macho do grupo PRL25 - &rea com tumefacéo hidropica.
F fémea do grupo PRL25 - hepatécitos edemaciados (setas). G fémea do grupo PRL250 - area com
tumefacd@o hidrépica. H macho do grupo PRL250 - tecido hepético normal. | macho do grupo
MeHg+PRL25 - espessamento da parede da veia da triade (seta). J fémea do grupo MeHg+PRL25
- area com tumefagao hidropica. K macho do grupo MeHg+PRL250 - infiltrado inflamatério. L fémea
do grupo MeHg+PRL250 - hepatdcitos edemaciados (setas).

O grau de dano tecidual no tecido hepatico também foi calculado a partir da
classificagdo dos danos observados (Quadro 3) e mostrou um aumento significativo
nos grupos que receberam apenas MeHg e apenas PRL 25, em ambos 0s géneros,
guando comparados a todos 0s outros grupos de tratamento. Nao houve diferenca
estatistica no grau de dano tecidual entre o grupo CN e 0s grupos que receberam
tratamento conjugado (Figura 20). Pode-se observar que, no tratamento conjugado,
as alteracdes teciduais induzidas tanto pelo metal, quanto pelo horménio, tendem

a reduzir.
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Quadro 3: Classificagdo dos danos observados no tecido renal.

DANO NO TECIDO CLASSIFICA(;AO
Hepatécitos hipertrofiado FASE |
Infiltrado inflamatério FASE |
Picnose FASE Il
Tumefacéo hidropica FASE Il
Caridlise FASE Il
Fibrose ao redor dos vasos da triade FASE |
Vacuolizagé@o proximo a vasos da triade FASE |
Espessamento dos vasos da triade FASE |
Aumento do n° de vasos ao redor da triade FASE |
Triade deformada FASE |
A B
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Figura 20: Grau de dano tecidual (GDT) no figado em cada grupo de tratamento. Machos (imagem
A) e fémeas (imagem B). a diferenca significativa entre o grupo MeHg e todos 0s outros grupos de
tratamento (com excecéo do grupo PRL25); b diferenca significativa entre o grupo PRL25 e todos
0s outros grupos de tratamento (com excec¢do do grupo MeHg). a e b (p<0,01), ANOVA com poés
teste Tukey.

As andlises das amostras de tecido hepatico e renal demonstraram que tanto
MeHg quanto PRL nas duas concentracbes causam diferentes danos nesses
tecidos; porém alguns desses danos sdo mais frequentes e intensos nos animais
gue receberam MeHg. Garcia et al (2016) utilizaram MeHg em um protocolo
experimental de toxicidade em ratos Wistar juvenis e observaram entre outras
alteracdes, danos importantes no tecido renal como glomérulos hipercelularizados,

infiltrado inflamatorio e degeneracédo de tubulos renais. A maior frequéncia desses
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danos foi observada imediatamente ap0s o periodo de tratamento (30 dias); nos
animais que foram avaliados ap0s 62 dias do término do tratamento, a degeneracao
observada foi revertida e algumas outras alteracbes foram observadas, mas em
menor frequéncia. Os autores atribuem isso ao fato de que apenas cerca de 10%
do MeHg é excretado pelo trato urinario.

Os efeitos na funcéo renal causados pelo MeHg foram avaliados, in vitro e
in vivo, por Khan et al (2017); eles observaram danos teciduais que sugeriram a
toxicidade renal desse metal; lesGes nas células epiteliais tubulares e glomerulares,
reducédo e distorcdo dos glomérulos e perda da estrutura tubular (como da borda
em escova dos tubulos proximais), foram observados. Essa toxicidade foi
confirmada com a avaliacdo da expressdo de marcadores moleculares de
nefrotoxicidade precoce, identificando o aumento na expressao de proteinas como
metaloproteinases que podem afetar a estrutura do citoesqueleto e dos
componentes de adeséo, caracterizando os danos tubulares observados.

Oliveira et al (2016) avaliaram os efeitos agudos do tratamento com HgCl2
em ratas Wistar virgens, gravidas e lactantes. As analises histologicas desse estudo
revelaram efeitos nos tecidos renais e hepéticos, principalmente das ratas virgens;
nas amostras de rins observaram uma reducao significativa do diametro glomerular,
além de uma dilatacéo da capsula de Bowman, degeneracao tubular e inflamacao.
Degeneracao dos hepatdécitos, alteracdo na veia central e infiltrado inflamatério
foram os achados nas amostras de tecido hepatico. Para os autores, a entrada de
HgCl. associado a cisteina nas células tubulares renais e nos hepatdcitos levou as
alteracfes observadas; a ndo observacao de lesdes significativas nos rins e figado
das ratas gravidas ou lactantes pode estar relacionada a maior facilidade de
excrecdo do metal devido ao metabolismo mais acelerado nesses animais.

Cloreto de mercurio também foi usado por Hazelhoff et al (2018) para avaliar
os danos no figado de ratos Wistar e observaram desorganiza¢do do parénquima
hepéatico, além de areas de fibrose nas amostras analisadas. As observacdes foram
bem mais frequentes nas fémeas. Os autores associaram essa maior frequéncia
ao maior acumulo do metal nas células do figado das fémeas, quando comparado
com as amostras de figado dos machos.

O tecido hepatico também foi parametro usado por Yahyazedeh et al (2017)

para caracterizar a acdo toxica do vapor de mercurio em ratas Wistar; achados
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histologicos como aumento de vasos sanguineos, sinuséides dilatados, tecido
conjuntivo perivascular aumentado e extensa degeneracdo de hepatdcitos, foram
observados apoés 45 dias de tratamento.

Em humanos, efeitos renais foram indicados por Albers et al (2020) na
apresentacao de um caso raro da Doenca de Minamata. Um homem de 40 anos foi
atacado com uma injecdo contendo mercurio organico. Apés 10 meses do ataque,
0 paciente morreu e a autopsia revelou, além de danos no tecido nervoso, um
acentuado edema nos rins, caracterizando danos renais.

Em nossos resultados, alteracbes semelhantes e distintas as dos estudos
citados foram observadas nas amostras de rim e figado dos animais. Alteracdes
distintas nos glomérulos foram observadas mesmo quando foi utilizado o0 mesmo
tipo de metal (MeHg); Garcia et al (2016), por exemplo, observaram
hipercelularidade, enquanto Khan et al (2017) observaram reducdo nos glomérulos;
nossos resultados demonstram uma hipertrofia glomerular. Essas divergéncias
podem estar relacionadas a concentracdo e ao tempo de tratamento, que foram
distintos, pois utilizamos uma concentracdo muito menor e 0s animais foram
tratados por um maior periodo.

A PRL também provocou danos nos tecidos analisados. Poucos estudos
avaliam os efeitos deste horménio na histologia de rim e figado. Muitos estudos
consideram parametros bioquimicos destes oOrgaos para avaliar o efeito da
utilizacdo do hormoénio e alguns desses estudos séo citados na discussdo dos
nossos resultados das andlises bioquimicas. Szulc-Musiof et al (2018) avaliaram os
efeitos da PRL acrescentada em solucdo de preservacéao de figado de coelhos e,
além dos parametros bioquimicos, também analisaram por microscopia de luz e
eletrdnica amostras do tecido hepatico. Danos como hepatdcitos vacuolizados,
mitocondrias irregulares e sinusoides com danos nas membranas celulares foram
observados, entretanto em baixa frequéncia quando a PRL foi utilizada,
caracterizando uma protecdo e ndo uma inducédo de danos, como observamos em

NOSSOS €X perimentos.



59

4.5 ANALISE DOS PARAMETROS RENAIS E HEPATICOS

O sangue coletado dos animais foi analisado para caracterizar o funcionamento dos
rins, a partir da dosagem de ureia e creatinina, e do figado, a partir da dosagem de
AST e ALT.

4.5.1 Ureia

Foi observado um aumento significativo no nivel de ureia no sangue dos
camundongos que receberam apenas metilmercurio quando comparados com 0s
do grupo controle, em ambos os sexos; também observou-se uma diferenca
estatistica deste grupo (MeHg) com todos os outros grupos de tratamento. Nao
houve diferenca estatistica entre os animais do grupo controle e 0s que receberam
apenas PRL, nas duas concentracdes. Os animais que receberam o tratamento
conjugado apresentaram um nivel sérico de ureia estatisticamente maior que 0s
animais do grupo controle, porém esse nivel € significativamente menor que o dos

animais que receberam apenas o mercurio (Figura 21).
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Figura 21: Nivel sérico de Ureia em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas
(imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparado com todos os
outros tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL 25, comparado
com todos os outros tratamentos; c: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL
250, comparado com todos os outros tratamentos. a, b e ¢ (p<0,01), ANOVA com pos teste Tukey.
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4.5.2 Creatinina

O nivel sérico de creatinina nos animais de ambos 0s sexos que receberam
MeHg foi estatisticamente maior (p<0,01) que em todos os outros grupos de
tratamento. N&o houve diferenca significativa entre os grupos controles e os que
receberam apenas PRL nas duas concentracbes. Nos animais machos que
receberam o tratamento conjugado, o nivel de creatinina no sangue foi maior que
no grupo controle, mas apenas no grupo que recebeu a menor concentragao de
PRL é que essa diferenca foi estatisticamente significativa; jA& nas fémeas essa
diferenca foi estatisticamente significativa nos dois grupos. Apesar de ser maior que
nos grupos controles, o nivel sérico de creatinina nos animais que receberam 0s
dois tratamentos (nas duas concentracbes e em ambos 0s sexos), foi
estatisticamente menor (p<0,01) que nos animais que receberam apenas MeHg
(Figura 22).
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Figura 22: Nivel sérico de Creatinina em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas
(imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparado com todos os
outros grupos de tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL 25,
comparado com todos 0s outros grupos de tratamentos; c: diferenca estatisticamente significativa
do grupo MeHg + PRL 250, comparado com 0s outros grupos de tratamentos (com excec¢ao nos
machos, com o grupo controle, com o qual ndo houve diferenga estatistica). a, b e ¢ (p<0,01),
ANOVA com pés teste Tukey.
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4.5.3 Aminotransferase de Aspartato (AST)

Nos animais de ambos os sexos que receberam MeHg foi observado um
aumento estatisticamente significativo de AST sérico quando comparado com todos
0s outros grupos de tratamento. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
controles e os que receberam apenas PRL nas duas concentragdes. Nos animais
machos e fémeas que receberam o tratamento conjugado, o nivel de AST no
sangue foi significativamente maior que no grupo controle. Apesar de ser maior que
nos grupos controles, o nivel sérico de AST nos animais que receberam os dois
tratamentos (nas duas concentracbes e em ambos os sexos), foi estatisticamente

menor que nos animais que receberam apenas MeHg (Figura 23).
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Figura 23: Nivel sérico de AST em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas
(imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparado com todos os
outros grupos de tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL 25,
comparado com todos os outros grupos de tratamentos; c: diferenca estatisticamente significativa
do grupo MeHg + PRL 250, comparado com 0s outros grupos de tratamentos. a, b e ¢ (p<0,01),
ANOVA com p0s teste Tukey.

4.5.4 Aminotransferase de Alanina (ALT)

O nivel sérico de ALT nos animais de ambos os sexos que receberam MeHg
foi significativamente maior quando comparado com todos 0s outros grupos de
tratamento. N&o houve diferenca significativa entre os grupos controles e os que

receberam apenas PRL nas duas concentracdes. Nos animais que receberam o
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tratamento conjugado, o nivel de ALT no sangue foi significativamente maior que
no grupo controle, em ambos 0s sexos. Apesar de ser maior que nos grupos
controles, o nivel sérico de ALT nos animais que receberam os dois tratamentos
(nas duas concentracdes e em ambos 0s sexos), foi estatisticamente menor que

nos animais que receberam apenas MeHg (Figura 24).
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Figura 24: Nivel sérico de ALT em cada grupo de tratamento, machos (imagem A) e fémeas
(imagem B). a: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg, comparado com todos os
outros grupos de tratamentos; b: diferenca estatisticamente significativa do grupo MeHg + PRL 25,
comparado com todos 0s outros grupos de tratamentos; c: diferenca estatisticamente significativa
do grupo MeHg + PRL 250, comparado com 0s outros grupos de tratamentos. a, b e ¢ (p<0,01),
ANOVA com pés teste Tukey.

As analises bioquimicas foram realizadas no sangue coletado dos
camundongos para caracterizar o funcionamento dos rins e do figado de cada
animal ap6s todo o periodo de tratamento. Marcadores renais e hepéticos também
foram avaliados por Peixoto e Pereira (2007) em ratos Wistar recém-nascidos,
expostos ao mercurio inorganico (HgClz) e o metal também alterou o nivel desses
marcadores; assim como observado em nossos resultados, houve um aumento nos
niveis séricos de ureia e creatinina no sangue dos animais tratados com mercurio.
Entretanto, os niveis de ALT se mostraram reduzidos no sangue dos animais
tratados com o metal.

Oliveira (2016) também utilizou o tratamento com mercurio inorganico em

ratas Wistar em diferentes estagios reprodutivo (virgens, gravidas e lactantes),
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observando resultados semelhantes aos de Peixoto e Pereira (2016), aumento dos
niveis de ureia e creatina e de AST e uma reduc¢ao nos niveis de ALT. Silva (2010)
e Paula et al (2016) também observaram alteracées no metabolismo hepatico de
ratos Wistar provocadas pelo mercurio; entretanto, o que eles constataram foi um
aumento significativo de ALT no figado e no sangue, respectivamente.

Khan et al (2017) avaliaram os efeitos de MeHg na funcéo renal. Além do
dano tecidual e de parametros moleculares relacionados a esses danos, eles
observaram um aumento significativo no nivel sérico de creatina nos animais
tratados com o metal.

Esses estudos ratificam nossos resultados, qgue demonstram alteracdes nos
niveis de marcadores renais e hepaticos, em resposta a exposi¢cdo ao mercurio;
todos os paradmetros bioquimicos analisados se mostraram aumentados nos
animais que receberam MeHg. A reducao de ALT observada por Peixoto e Pereira
(2007) e Oliveira (2016), entretanto, difere do que observamos; os autores sugerem
gue essa reducdo se relaciona a intera¢cdo do mercuario com o grupo -SH da enzima
ALT. Essa diferenca de resultados observada pode estar relacionada ao tipo de
mercurio utilizado, além do tempo de exposi¢ao, ja que a exposicdo em ambos foi
aguda, enquanto em nosso experimento foi subcrénica e em uma concentracao
bem menor.

Esses marcadores também séo utilizados para avaliar os efeitos metabdlicos
do mercurio em primatas; Magno (2009) quantificou a atividade de ALT, AST, ureia
e creatinina em macacos machos Cebus apella expostos ao MeHg, mas néo
observou diferencas significativas na dosagem de nenhum desses marcadores nos
animais expostos, quando comparados aos animais controle. O autor sugere que
alteracOes significativas poderiam ser observadas em um tempo maior de
exposicdo ou com a utilizagdo de doses mais elevadas. Em nossos resultados
observamos alteracdes significativas nesses parametros, mesmo utilizando uma
dose 50 vezes menor e em menos da metade do tempo de exposicao.

Todos esses resultados, incluindo os do presente estudo, demonstram que
0s marcadores renais e hepaticos sdo parametros adequados para a avaliacdo dos
efeitos tdéxicos do mercurio, mostrando-se alterados nos organismos expostos,
como observado em nossos resultados. Além disso, o aumento significativo dos

niveis desses marcadores observados em nossos animais expostos ao MeHg foi
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diminuido nos animais que receberam o tratamento conjugado com PRL, de
maneira dose dependente.

Alguns estudos demonstram uma reducéo das transaminases relacionada a
PRL; Dolinska et al. (2011) e Szulc-Musiot et al (2018) avaliaram os efeitos da PRL
acrescentada em solucdo de preservacdo de figado (fluidos utilizados para a
lavagem e armazenamento do 6rgao retirado de doadores), utilizando figado de
porco e coelho, respectivamente. Segundo Dolinska et al. (2011), na isquemia
hepatica e hipdéxia os hepatécitos danificados tém sua permeabilidade
comprometida, aumentando os niveis de marcadores como ALT e AST liberados
no sangue ou na solucdo de preservacdo. Acrescentando o horménio PRL na
solucdo de preservacao, os autores observaram uma reducdo significativa das
transaminases nesses fluidos, demonstrando uma reducdo na liberacdo dessas
enzimas pelos 6rgdos analisados, o que caracteriza uma a¢do da PRL no atraso
do processo degenerativo dos hepatécitos.

Ryszka et al (2016), utilizaram rins suinos para avaliar os efeitos da PRL
acrescentada em solucdo de preservacgao, e assim como observado no figado, a
PRL induziu uma reducéo significativa na liberacao de transaminases (ALT e AST)
apos a reperfusdo desses 6rgédos, caracterizando uma influéncia estabilizadora
deste horménio as membranas celulares, diminuindo efeitos como o inchaco dos
orgaos a serem transplantados, apds o periodo de preservacao nesses fluidos
acrescentados com PRL.

De acordo com Ryszka et al (2016), a deficiéncia de ATP provocada pela
isquemia sofrida por esses 0rgaos a serem doados, compromete a bomba de sédio
e potassio, promovendo um acumulo de Na+ no interior da célula e uma liberacéo
de K+ para fora da mesma, mudando o potencial de membrana e permitindo a
entrada de mais ions Na+ e consequente aumento do fluxo de agua para o interior
das células. Olazabal et al (2009) explicam que a PRL reduz esses danos
provocados pela hipdxia por, através de seu metabolismo, aumentar monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) e reduzir monofosfato ciclico adenosina (AMPc), e
dessa maneira aumenta o nivel de K+ intracelular, diminuindo o nivel de Na+,
restabelecendo o controle osmotico da célula.

Ainda considerando o efeito da PRL nos niveis dos parametros hepaticos,

Yang et al (2020), avaliaram a relacdo deste horménio com os parametros
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metabdlicos em mulheres com a sindrome do ovario policistico. Nessas mulheres,
o nivel de PRL se mostra reduzido, e o que foi observado pelos autores € que em
niveis baixos de PRL pode ocorrer danos nas células do figado, caracterizados por
um aumento nos niveis de ALT e AST.

Esses estudos ratificam o que observamos em nossos resultados, uma
reducdo dos parametros bioquimicos (ALT, AST, ureia e creatinina) quando os
animais foram expostos a um tratamento conjugado, e quanto maior a dose de PRL,
maior a reducdo do nivel desses parametros, retornando a niveis semelhantes ao
nivel do grupo controle, caracterizando um efeito protetor desse hormonio contra a

toxicidade do MeHg no figado e rins dos camundongos expostos.

4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO ENCEFALO

No encéfalo foi realizada uma analise histolégica qualitativa, observando as
caracteristicas de cada regiao; foram analisados cortes transversais do encéfalo
com amostras do cerebelo e do cortex cerebral. No cerebelo, de maneira geral, o
cortex apresentou a camada granulosa, células de Purkinje e camada molecular.
As células de Purkinje apresentavam o corpo celular visivel e nlcleo evidente; no
grupo controle de ambos os géneros, essas células, assim como as células das
camadas granulosa e molecular do cerebelo, ndo apresentaram alteracdes
aparentes. No cértex dos hemisférios cerebrais dos animais do grupo controle
(machos e fémeas) encontram-se neurénios piramidais, com corpo celular evidente
e sem alteracdo nuclear, além de capilares sanguineos bem definidos. A tabela e
figura abaixo apresentam as principais alteracbes observadas nas amostras de

encéfalo (Tabela 4 e Figura 25).



Tabela 4: Alteracbes observadas no encéfalo, em cada grupo de tratamento, fémeas e machos.
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FEMEAS MACHOS
CN MeHg PRL25 PRL 250 MeHg/ Mehg/ CN MeHg PRL PRL MeHg/ Mehg/
PRL 25 PRL 250 25 250 PRL PRL
25 250
Células de Purkinje com X X X X X X X
nucleos condensados
Células de Purkinje X X
9 hipertrofiadas
w Picnose na camada X X X X X
@ granulosa
% Caritlise na camada X
@) granulosa
Maior namero de células da X X
neuroglia na camada
molecular
Neurdnios piramidais em X X X X X X X
< ?tl apoptose
W Fibras nervosas mais X X X X X X X
E ﬂ espessas
8 o (depésito hialino)
O Proliferacdo de capilares X X X X X
sanguineos
Infiltrado inflamatdrio X

X indica a presenca da alteracéo.
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Figura 25: Andlise histopatologica do encéfalo. A fémea do grupo controle negativo — cortex
cerebelar sem alteragdes aparentes, células de Purkinje (cabecas de seta), camada granulosa (c g)
e camada molecular (c m). B macho do grupo MeHg - célula de Purkinje com nucleo condensado
(seta). C fémea do grupo MeHg - células com nucleo em picnose na camada granulosa (seta). D
fémea do grupo controle negativo - neurdnios piramidais no cértex cerebral (cabegas de seta). E
macho do grupo MeHg - neurdnios piramidais com nucleos hipercorados (setas). F macho do grupo
MeHg — fibras nervosas. G macho do grupo PRL25 — fibras nervosas mais espessas (setas).

As alteracBes induzidas pelo mercurio sdo observadas principalmente no
cerebelo, onde foi identificada a presenca de células de Purkinje com nucleos
condensados, possivelmente células apoptéticas; além de células com nucleo em
picnose também na camada granulosa; nas fémeas expostas ao metal, também foi
observado nucleos em caridlise na camada granulosa do cerebelo. No cértex
cerebral, os animais do grupo MeHg apresentaram neurdnios piramidais com
ndcleos hipercorados; esses achados demonstram que o principal efeito do metal
no encéfalo desses animais esta relacionado a inducédo de morte celular.

Nos animais que receberam apenas PRL, as alteracdes cerebelares quase
nao foram observadas, apenas as fémeas que receberam a maior concentracao do
horménio apresentaram algumas células de Purkinje com ndcleo mais condensado;
ja no coétex cerebral, poucos neur6rios piramidais com o nucleo mais condensado
foram observados em ambos os géneros, desse mesmo grupo. Entretanto, o
tratamento com o hormonio pode ter induzido alguns outros achados; nas fémeas
gue receberam a maior concentragdo da PRL foi observado o aumento em
espessura (indicando um depdsito hialino) e em numero de fibras na regido do
cértex cerebral; também verificou-se um aumento na proliferacdo de capilares

sanguineos. Esses achados foram os mesmos nos machos que receberam a PRL
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em menor concentragdo; também foi observada a presenca de infiltrado
inflamatério apenas nesse grupo de machos.

No tratamento conjugado, utilizando o metal e 0 hormdnio, observamos uma
reducdo dessas alteracbes que, mesmo presentes em alguns casos, foram
observadas em menor propor¢cao nos animais de cada grupo. Apenas o grupo que
recebeu o metal junto com o horménio na maior concentracdo apresentou algumas
células de Purkinje hipertrofiadas e um maior nimero de células da neuroglia na
camada molecular do cerebelo.

A acdo do mercurio no sistema nervoso central jaA € bem documentada.
Muitos estudos avaliam essa acao a partir de andlises comportamentais (FRANCO,
2009; BELEM-FILHO, 2015), inclusive em humanos (GRANDJEAN et al., 1997;
BRUMATTI et al., 2021). Nao realizamos andlises comportamentais, mas nossos
resultados sugerem alteracdes no tecido encefalico dos animais expostos, Grotto
et al (2011a e 2011b) também identificaram alteracdes histologicas, caracterizadas
por um aumento de infiltrado inflamatdério no encéfalo de ratos Wistar expostos ao
MeHg.

No presente estudo, os achados mais significativos caracterizam sinais de
morte celular, principalmente no cerebelo dos camundongos expostos; de maneira
semelhante, Tu et al (2021) observaram evidentes alteracdes e sinais de morte nas
células de Purkinje do cerebelo de ratos expostos ao MeHg durante o
desenvolvimento embrionario e a lactacéo; estas células foram observadas em um
arranjo irregular, com espaco pericelular aumentado, nucleos condensados e, em
algumas células, ausentes. Segundo os autores, essas alteracbes podem estar
relacionadas ao estresse oxidativo e sobrecarga de Ca?* induzidos pelo mercdrio,
refletindo em deficiéncia cognitiva e da funcéo cerebelar.

O grupo MeHg também apresentou sinais de morte nas células da camada
granular do cerebelo, uma acdo neurotoxica ja caracterizada. Alguns estudos
relacionam essa acéo a alteracdes da homeostase de Ca?*, com um intenso influxo
desse ion (LIMKE et al, 2004; YUAN & ARTCHISOR, 2007).

A acao do MeHg em células do tecido nervoso também ja foi avaliada in vitro.
Santos (2008) observou em células gliais do cortex cerebral de ratos neonatos uma
reducdo na viabilidade celular e o aumento de alteracdes morfolégicas como

ndacleos em picnose. Assim como no presente estudo, o efeito protetor da PRL foi
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avaliado e a autora observou a reducgao dos efeitos induzidos pelo metal quando
as células eram tratadas com o horménio, aumentando a viabilidade celular, além
de aumentar a proliferacdo das células, indicando a PRL como um agente
citoprotetor em cultura primaria de glia.

A acdo neuroprotetora da PRL ja é bem caracterizada; in vitro, muitos
estudos com cultura priméaria de neurénios hipocampais ja foram desenvolvidos,
sendo o efeito antiapoptético a principal observagcéo; a prevencdo contra morte
celular esta relacionada a acao antioxidante deste horménio e também a reducao
da sobrecarga de Ca?* intracelular e do nivel das caspases (VERGARA-
CASTANEDA ET AL., 2016; RIVERO-SEGURA ET AL., 2017; RIVERO-SEGURA
ET AL., 2019).

A avaliacéo in vivo da agédo da PRL no sistema nervoso foi realizada por
Morales et al. (2014), observando uma reducgéo dos efeitos excitotdxicos do &cido
cainico no hipocampo de ratas. Olah (2018), também realizou estudos in vivo,
utilizando ratas méaes, e relacionou a PRL a ativacdo de neurbnios em diversas
areas do encéfalo desses animais.

Assim como nos estudos citados, nossos resultados mostram indicios de
uma acao neuroprotetora da PRL, quando observamos uma reducéo dos efeitos
induzidos pelo MeHg, principalmente os sinais de morte celular. Entretanto os
outros efeitos observados, que parecem ser induzidos pelo hormoénio precisam ser
melhor caracterizados. Estudos com colora¢gdes especificas, diferenciais ou até
mesmo de imunohistoquimica podem ser importantes para que sejam melhor

entedidos os efeitos observados.

4.7 MASSA CORPORAL

A administracdo de substancias com efeitos toéxicos pode levar a diversas
mudancas no corpo e comportamento do animal. Entre os roedores, pode-se
destacar a apatia, ma condicdo de pelagem e reducdo nos consumos de agua e
racdo, levando a uma alteracdo da massa corporal. Esses efeitos podem ser
utilizados como parametros em avaliagfes toxicoldgicas, podendo indicar o efeito
até de modo precoce, que determinada substancia pode promover (PIRES JR et

al.,, 2012). Nesse sentido, o acompanhamento da massa corporal dos
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camundongos deste estudo foi realizado para, além de orientar o preparo das
solucBes de tratamento nas concentracdes desejadas, avaliar se o metilmercurio
e/ou a prolactina seriam capazes de induzir variagdo na massa dos animais e se
ocorreria alguma mudanca quando em co-tratamento. Nao foi observada uma
grande variacdo na massa dos animais em nenhum dos grupos de tratamento.

Durante todo o periodo de tratamento, nos machos, 0s grupos que tiveram
uma maior variagdo nas medias da massa de um dia para o outro foram o grupo
gue recebeu apenas o MeHg, observando-se uma reducéo de 3.06g do 25° para o
26° dia, e 0 grupo que recebeu o tratamento conjugado de MeHg com PRL na
menor concentracdo, com uma reducéo de 3.6g do primeiro para o segundo dia de
tratamento; nos outros grupos a variacdo de massa de um dia para o outro ndo
chegou a 2g.

Entre as fémeas, o0 grupo que recebeu apenas PRL na menor concentracéo
€ 0 grupo que recebeu o tratamento conjugado de MeHg com PRL na maior
concentracdo, foram os que tiveram maior variacdo de um dia para o outro, uma
reducéo de 2.18g (do primeiro para o segundo dia) e um aumento de 2.10g (do 17°
para o 18° dia), respectivamente; 0s outros grupos nao tiveram variagdo maior que
1,5g ao longo de todo o tratamento.

As tabelas a seguir (Tabela 5 e Tabela 6) mostram a média da massa do 1°
e ultimo dia de tratamento e do dia da eutanasia (46° dia), além das médias minimas
e maximas que cada grupo atingiu ao longo do tratamento e a diferenca entre essas

médias (amplitude).

Tabela 5: Média de massa, em gramas, de cada grupo nos dias de tratamento

especificados, machos.

MAXIMA —

GRUPO 1°DIA 45° DIA 46°DIA  MINIMA - DIA DIA AMPLITUDE
CN 41.36 43.97 43.70 41.36 - 1° 44.73 - 38° 3.37

MeHg 44.56 45.90 45.56 41.12 - 25° 46.34 - 15° 5.22
PRL 25 46.26 47.38 47.26 44.44 - 17° 48.28 - 43° 3.84

PRL 250 43.40 46.68 46.64 43.40 - 1° 46.68 - 45° 3.28

MeHg + 45.80 47.42 47.50 41.58 - 2° 47.50 - 46° 5.92
PRL 25 . . . . . .

MeHg +

- 40 - 440
PRL 250 42.28 47.35 47.85 40.70 - 4 48.08 - 44 7.38
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Tabela 6: Média de massa, em gramas, de cada grupo nos dias de tratamento

especificados, fémeas.

MINIMA -

MAXIMA -

GRUPO 1° DIA 45°DIA 46°DIA DIA DIA AMPLITUDE
CN 34.03 36.50 36.68 31.85-12° 36.68 - 46° 4.83
MeHg 36.20 38.86 38.80 33.54 - 15° 39.00 - 44° 5.46
PRL 25 32.38 33.82 33.76 29.36 - 10° 34.66 - 42° 5.30
PRL 250 37.20 38.78 38.56 34.16 - 17° 39.36 - 41° 5.20
MeHg + 35.10 37.06 36.26 32.12 - 18° 37.28 - 44° 5.16
PRL 25 . . . . . .
MeHg + 35.08 36.88 36.22 32.08 - 17° 37.52 - 43° 5.44
PRL 250 ’ ‘ ‘ ' ’ '

A variacdo de massa corporal € um parametro amplamente analisado e
associado a efeitos téxicos provocados por xenobioticos (PIRES JR et al., 2012;
LEMOS et al., 2015), entretanto, em nossas condi¢cfes experimentais, o0 MeHg néo
demonstrou variacao significativa quando comparado ao controle durante todo o
periodo de tratamento (45 dias).Outros trabalhos corroboram a auséncia de
variacao significativa de massa corporal de animais tratados com MeHg, o que pode
ser uma particularidade do préprio elemento traco ou das concentracdes testadas
(GROTTO et al., 2011a; GHIZONI et al., 2018)

Em tratamento individual e conjugado, a prolactina também ndo demonstrou
nenhuma variacdo significativa, embora seja notorio um aparente aumento, o que
€ coerente visto que alguns trabalhos relacionam a hiperprolactinemia (relacionada
a prolactinoma) ao aumento da massa corporal (SILVA et al., 2010; DORKNIC et
al., 2002; SHIBLI-RAHHAL e SCHLECHT, 2009).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicbes do presente estudo, mesmo utilizando uma baixa
concentracdo de MeHg, foi possivel identificar um aumento sérico e reproduzir
alguns efeitos toxicos induzidos pelo metal, uns de forma mais evidente que outros.
Os parametros que melhor caracterizaram esses efeitos toxicos foram a analise
genotoxica, principalmente a partir do teste do microndcleo e a analise bioquimica
dos marcadores hepaticos e renais.

Os efeitos da PRL também foram evidenciados, inclusive sua acao protetora
contra danos causados pela exposicao ao MeHg. A acgao protetora da PRL contra
a acao genotobxica evidenciada no teste do MN, mostrou-se altamente significativa.

A PRL, também reduziu significativamente os danos hepdéticos e renais.
Mesmo que essa reducdo nao tenha sido tdo explicita na analise histopatologica
de figado e rim, ao considerarmos os marcadores bioquimicos, observamos, além
do ndo comprometimento do funcionamento desses 6rgaos pela PRL, uma efetiva
acao protetora desse horménio contra o MeHg.

Os resultados da analise dos marcadores bioquimicos, da avaliacao
histopatolégica em tecidos hepaticos e renais e do teste do MN compdem o artigo
“In vivo evaluation of the potential protective effects of prolactin against damage
caused by methylmercury “, que ja foi aceito para publinacdo na revista “Brazilian
Journal of Medical and Biological Research® (Anexo 2).

A acado neuroprotetora desse hormonio foi observada em nossas andlises.
Apesar de pouco evidente, indicios de morte celular demonstram essa acéo,
porém, a mesma, precisa ser melhor caracterizada.

Deve-se considerar a necessidade de mais estudos, como analises
moleculares avaliando, por exemplo, a expressao do receptor da PRL nos tecidos
investigados e a expressao de transdutores das vias metabdlicas ativadas por esse
hormdnio. Para melhor caracterizar o efeito da PRL, tanto a sua agéo protetora aqui
obsevada, como seus possiveis efeitos toxicos devem ser alvos na continuidade da
pesquisa, na perspectiva de propor, no futuro, a prolactina como alternativa para
prevenir os danos causados pelo mercurio, principalmente em populacdes mais

expostas ao metal.
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APENDICE 1

Tabela A: Marcadores renais e hepéticos, mercurio e prolactina no sangue. Média + desvio padréo de cada grupo de tratamento, machos.

UREIA (mg/dL) CREATININA (mg/dL)  AST (UI/L) ALT (UI/L) Hg (ug/mL) PRL (ug/mL)
CN 51.7+2.1 0.8+0.1 71.0+11.3  106.0+2.6 0.11 +0.001 58.0+ 1.0

MeHg 113.2 £+ 4.7 2.44 +0.22 748.0+4.7° 978.4+24.8°  1.158+0.019%  44.0 +2.55°
PRL 25 52.4+4.0 0.58 + 0.084 74.0 +3.4 109.2+4.0  0.132+0.033  64.0 + 1.58¢
PRL 250 51.8+2.3 0.74 +0.055 83.6+2.1 110.2+3.8  0.118+0.019  78.6+1.14°
MeHg + PRL 25 92.8 + 3.6 1.7 +0.158° 589.6+9.7° 674.0+20.6> 0.530+0.025°  46.4+251

MeHg + PRL 250 715+1.3° 1.1 +0.082° 351.3+28.4° 312.8+56.6° 0.425+0.024° 63.25+0.95

Os resultados foram analisados com ANOVA one-way, pos teste Tukey. a: diferenca estatisticamente significativa do grupo tratado
apenas com MeHg para todos os outros grupos. b e c: diferenca estatisticamente significativa dos grupos que receberam tratamento
conjugado para todos os outros grupos. d e e: diferenca estatisticamente significativa do nivel de PRL nos grupos que foram tratados
apenas com o horménio para 0s grupos que receberam o tratamento conjugado.

Tabela B: Marcadores renais e hepaticos, mercurio e prolactina no sangue. Média + desvio padréo de cada grupo de tratamento, fémeas.

UREIA (mg/dL) CREATININA (mg/dL) AST (UI/L) ALT (UI/L) Hg (ug/mL) PRL (ug/mL)
CN 44.0+2.9 0.45 +0.06 57.0+11.0 102.5+3.1 0.15 + 0.008 61.75 + 1.26
MeHg 92.8 +3.12 1.975 + 0.962 686.8+7.4* 7295+17.6%  0.89+0.084%  49.25+2.882
PRL 25 454 +2.3 0.42 + 0.084 69.0 £ 6.8 107.0+ 4.5 0.138 +0.019 68.6 + 2.07¢
PRL 250 41.6+2.1 0.56 + 0.05 72.0+5.3 111.6 +2.1 0.134 +0.027 83.0+1.87°
MeHg + PRL 25 82.0+1.9° 1.4 +0.158° 553.4+9.8° 5524+36.8° 0.536+0.011° 51.0+1.14
MeHg + PRL 250 63.4 + 3.0° 0.92 + 0.045° 336.0+13.4° 213.0+18.1°  0.446 +0.028° 69.0 + 1.58

Os resultados foram analisados com ANOVA one-way, pés teste Tukey. a: diferenca estatisticamente significativa do grupo tratado
apenas com MeHg para todos os outros grupos. b e c: diferenca estatisticamente significativa dos grupos que receberam tratamento
conjugado para todos os outros grupos. d e e: diferenca estatisticamente significativa do nivel de PRL nos grupos que foram tratados
apenas com o horménio para 0s grupos gue receberam o tratamento conjugado.
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