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RESUMO

O mercurio necessita constantemente de monitoramento devido a sua capacidade
toxica em concentracbes em niveis tracos, acarretando varios disturbios
biolégicos, como problemas renais, de asma, no sistema nervoso central e nas
doencas como o Alzheimer e Parkinson. O presente estudo descreve a
biodistribuicdo do mercurio em sangue e 6rgéos de ratos (coragao, encéfalo, rim,
figado e testiculo) apds administragao de cloreto de mercurio (HgCl2). Os animais
foram divididos em trés grupos experimentais, sendo 6 ratos controles, (CT)
tratados com NaCl; 7 ratos tratados com 2,172 ug.kg™ de cloreto de mercurio (G1)
e 7 ratos tratados com 21,72 ug.kg™"' de cloreto de mercurio (G2). Apés 30 dias,
os ratos foram mortos, sendo coletados o sangue e os 6rgaos. Para o processo
de decomposigao assistida por radiagao micro-ondas dos 6rgaos, pesou-se cerca
de 0,1 g de amostra em um tubo de Teflon, ao qual foram adicionadas as seguintes
solugdes: 1 mL de H202 30%v/v; 6 mL de H20 ultrapura e 1 mL de HNOs
concentrado. Para a determinacdo no sangue, 200 uL de sangue foram
adicionados em um tubo de polipropileno de 15 mL sendo diluido com Triton-X
0,005 % m/v em acido nitrico 0,5 % v/v a 10 mL (diluigdo foi de 1+49). O mercurio
foi determinado por ICP-MS, obtendo-se valores de limite de detecgéo (LD) e limite
de quantificagdo (LQ), respectivamente, 6,0 ng. L-"e 10,0 ug.kg™'. Em relagéo aos
orgaos, para o grupo G1, o rim foi o Unico érgao cujas concentragdes de Hg foram
acima do LQ, 302,00 + 45,07 ug.kg', os demais ficaram abaixo. Para o grupo G2,
todos os 6rgaos ficaram acima do LQ, sendo que coragado, encéfalo e testiculos
foram os 6rgaos que apresentaram as menores concentragdes de mercurio: 15,61
+4,64; 13,92 +2,03 e 15,85 + 2,45 ug.kg™, respectivamente. O figado apresentou
uma concentragéo de mercurio igual a 25,51 + 7,69 ug.kg™' e o rim foi o 6rgao alvo,
cuja concentragdo encontrada foi de 2818 + 1586 ug.kg'. A concentragdo de
mercurio encontrada no sangue nos grupos G1 e G2 foram respectivamente: 3,76
+ 0,58 pyg.kg' e 4,29 + 0,51 ug.kg™'. Os resultados indicam que o mercurio se
concentra preferencialmente nos rins e figado e nao fica disponivel no sangue.

Palavras — Chaves: amostra bioldgica; ICP-MS; mercurio; elemento trago



ABSTRACT

Mercury needs to be constantly monitoring due to of its toxic characteristics in
concentrations at trace levels, leading to various disorders in the kidney,
respiratory tract and in the central nervous system and diseases such as Alzheimer
and Parkinson. The present study describes the mercury biodistribution in rat blood
and organs (heart, brain, kidney, liver and testicle) after chronic administration of
mercury chloride (HgCl2). The animals where divided into three experimental
groups: 6 control (CT) treated with NaCl; 7 treated with 2.172 ug.kg? of HgCl2 (G1)
and 7 treated with 21.72 ug.kg* of HgCl2 (G2). After 30 days, the rats were killed,
and blood and organs were collected. For the microwave assisted decomposition,
about 0.1 g of sample was weighed into a Teflon tube, to which were added: 1 mL
30% v/v H202; 6 mL of ultra-pure H20 and 1 mL of concentrated HNOs. For
determination of mercury in the blood, 200 uL of blood was added in a 15 mL
polypropylene tube and diluted with 0.005% w/ v Triton-X in 0.5% v/v 10 mL nitric
acid (dilution was 1 + 49). The mercury was determined by inductively couples
plasma mass spectrometry (ICP-MS), obtaining limit of detection (LOD) and limit
of quantification (LOQ) of 6.0 ng.L™* and 10.0 ug.kg?, respectively. Regarding the
organs, for group G1, the kidney Hg concentration was 302.0 + 45.1 ug.kg?, the
remaining ones were below LOD. For the G2 group heart, brain and testicles being
the organs with the lowest concentrations of mercury: 15.6 + 4.6; 13.9 + 2.0 and
15.8 + 2.4 ug.kg?, respectively. The liver had a mercury concentration of 25.5 +
7.7 ug.kg* and the kidney was the target organ, whose concentration was 2818 +
1586 pg.kgt. The concentration of mercury found in blood in groups G1 and G2
were respectively: 3.8 £ 0.6 pug.kg* and 4.3 £ 0.5 ug.kg™. The results indicate that
mercury is preferentially concentrated in the kidneys and liver and is not available
in the blood.

Key words: biological sample; ICP-MS; Mercury; trace element
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1. Introducgao

1.1. Mercurio

O mercurio a temperatura ambiente e pressao, encontra-se como um liquido
branco perolado, ele é um metal pesado de alta volatilidade no meio ambiente. E
encontrado na natureza, pois pode ser encontrado no fundo dos rios, lagos e
mares (HADDAD, 2015). Ele ¢ liberado e distribuido ao meio ambiente através de
fontes naturais, como por exemplo, atividades vulcanicas, processo de erosao e
desgastes da crosta terrestre e também através de processos antropogénicos
como industria de cloro-soda, produgdo de aparelhos elétricos, instrumentos
cientificos, lampadas fluorescentes, catalisadores, odontologia, industria
farmacéutica e pilhas (BRANCO, SILVA, 2006; MARTINEZ-FINLEY, ASCHNER,
2014).

O mercurio pode apresentar-se na forma de inorganica e/ou organica, sendo
que na forma inorganica, trés diferentes espécies de oxidagdo podem ser
encontradas: o mercurio elementar (Hg°), o ion mercuroso (Hg2?*) e o ion
mercurico (Hg?*) sendo que cada espécie de difere em relagdo aos niveis de
toxicidade e propriedade fisico-quimica. Essas diferentes formas do mercurio,
podem ligar a outros elementos como por exemplo, enxofre, cloro e oxigénio,
originando compostos de mercurio inorganico, como sais de mercurio. A
toxicidade do mercurio inorganico esta relacionada com o estado de oxidagéo e a
com a solubilidade, sendo que as espécies Hg?* sdo mais toxicas do que os ions
Hg2?*. Os compostos de mercurio inorganicos como os cloretos de mercurio
(HgCl2 e Hg2Cl2), o acetato de mercurio (IlI) e o sulfureto de mercurio (ll) sdo os
mais usuais em pesquisas de toxicologia (MARTINS, 2007).

Ja na forma organica, o mercurio pode ligar-se covalentemente a um atomo de
carbono dando origem a compostos de metilmercurio e dimetilmercurio, sendo os
mais comuns, sabe — se que as espécies organicas sao mais toxicas do que as
espécies inorganicas devido a sua estabilidade e por estes compostos serem
absorviveis no organismo humano, pois séo lipossoluveis (AZEVEDO, 2003;
MICARONI, BUENO, JARDIM, 2000). O metimercurio € a forma mais
predominante no meio ambiente e é a forma mais toxica do mercurio (MARTINS,
2007).



As espécies de mercurio, como o metilmercurio, dimetilmercurio, 0 mercurio
elementar e os compostos de Hg?* passam por processos quimicos, bioldgicos e
fisico-quimicos nos sistemas atmosféricos, terrestres e aquaticos. No sistema
atmosférico, o mercurio elementar permanece por longos periodos, podendo ser
transportado e atingindo outros lugares. No sistema aquatico pode acontecer
trocas de espécies inorganicas para as formas metiladas, fazendo com que
espécie organica do mercurio entre na cadeia alimentar através da rapida difuséo,
atingindo concentragdes elevadas em tecidos de peixes causando a
bioacumulagao e a biomagnificagao ao longo dos niveis troficos. Afigura 1 mostra
arelacao do tempo com a biocumulagao e a biomagnificagdo no ambiente marinho
(ROCHA, 2009). A reagao de metilagcdo e desmetilagdo ocorrem em todos os
compartimentos ambientais, porém a espécie do mercurio em cada ecossistema
atinge seu proéprio estado de equilibrio (MICARONI, BUENO, JARDIM, 2000).

2 anos 3anos

tempo: idade
BIOACUMULACAO

29 nivel
o o
diferentes niveis tréficos

BIOMAGrglFI(‘)?ACAO

Figura 1. Representacdo da bioacumulagéo e biomagnificagdo do metilmercurio. Fonte: ROCHA,
2009.

1.2. Vias de exposicao

A forma do mercurio, a via de exposicado e a duragao desta exposigao indicam

a extensao dos efeitos adversos causados pelo mercurio. Estudos mostram que
2



independente da via de exposicdo, o mercurio causa danos ao sistema
cardiovascular, ao sistema gastrointestinal, ao sistema neuroldgico, aos rins e ao
figado (BRIDGES, ZALUPES, 2005).

Os seres humanos estdo expostos ao mercurio por varios tipos de exposic¢oes,
como por exemplo, ocupacionais e ambientais. Esta exposi¢cdo pode ser por meio
de inalagao, absorgao ou ingestdo. (COCKER, JONES, BOS, 2014).

A exposigao a0 mercurio pode ocorrer através da inalagdo no processo de
mineragao de ouro (AGRAWAL, FLORA, BHATNAGAR, et al. 2014).

O uso de amalgamas dentarias e a alimentagdo sdo exemplos de exposigéo
por ingestdo (BRIDGES, ZALUPES, 2005). O descarte de fluorescentes e
lampadas de descarga (mista, vapor de mercurio, vapor de sodio e vapor
metalico), pilhas e baterias pode ser considerado outra via de exposi¢cao ao
mercurio.

Sabe- se que a maioria das vezes o descarte € feito de maneira errbnea e o
mercurio presente pode ser lixiviado e contaminar solo, lengol freatico, fauna e
flora (KEMERICH, MENDES, VORPAGEL, et al. 2012).

Peixes contaminados por exemplo podem ser vias de exposicdo ao mercurio,
onde o seu consumo pode gerar efeito direto ao organismo humano, podendo
reduzir o efeito protetor do 6mega-3 contra riscos cardiovasculares (PECANHA,
2008).

Para um melhor entendimento sobre as vias e fontes de exposicao ao mercurio,
€ de extrema importancia o monitoramento biolégico para a associagao de alguns
parametros fisico-quimicos e as alteracdes do estado de saude do individuo e no
interesse nas atividades de prevencado, com o principal objetivo de limitar as
patologias que estdo correlacionadas ao ambiente (PIVETTA, MACHADO,
ARAUJO, et al. 2001).

O monitoramento consiste no ato de controlar e observar qualquer matriz que
€ entendida como continua de uma variavel no tempo, sendo uma pratica
preventiva desenvolvida para evidenciar ou medir um risco, visando melhor
condicdo de vida para o ser humano. No monitoramento, a quantificagcdo das
substancias quimicas, em fluidos, secrecdes, excrecoes e tecidos € avaliada e
estudada (PIVETTA, MACHADO, ARAUJO, et al. 2001). O monitoramento acaba
sendo uma medida periddica de um marcador de exposi¢cao (MUTTI, 1999).

O monitoramento em pesquisa com animais € muito utilizado e pode ser

3



realizado de diversas formas como, a avaliagédo pela exposi¢ao respiratéria, pela
injecdo por via cutadnea, intravenosa e intramuscular. A exposi¢cao pode ser
realizada de forma aguda que se refere a altos niveis de exposicdo em curto
espaco de tempo e/ou diretamente pelo trato intestinal. Ja a exposigdo cronica
resulta no efeito toxico apds a exposi¢cdo prolongada a doses cumulativas do
agente téxico, num periodo prolongado (PIVETTA, MACHADO, ARAUJO, et al.
2001).

1.3. Toxicologia do mercurio

O mercurio tem sido associado a varios disturbios bioldgicos, como problemas
renais, de asma, no sistema nervoso central e nas doencas como o Alzheimer e
Parkinson (AGRAWAL, FLORA, BHATNAGAR, et al. 2014). Os principais
sintomas, sao: tremor, vertigem, fraqueza, disturbios visuais, dor de cabega,
depressao, entorpecimento, tosse, inflamagdes gastrointestinais, vémitos e
quedas de cabelo (MICARONI, BUENO, JARDIM, 2000). Visando estabelecer um
entendimento sobre a toxicidade do mercurio, varios estudos vém sendo
realizados.

YONAGA et al. (1985) pesquisou sobre os efeitos do HgCl2 em ratos e foi
relatado que ratos contaminados com doses de 2, 4 e 8 mg. Kg' de HgCl2 por 6
dias apresentaram inibicdo do crescimento longitudinal das tibias.

ZAVARIZ e GLINA (1993) realizaram um estudo com trabalhadores de uma
industria de lampadas elétricas localizada em S&o Paulo, com o intuito de verificar
a intoxicagao por mercurio metalico. Para este trabalho 91 operarios foram
investigados, sendo que 84,62% (77 pessoas) demostraram quadro de
intoxicagao crénica.

No ano de 1995, houve uma possivel intoxicagao cutanea por mercurio através
de um creme cujo nome € Belleza- Manning, sendo que um dos ingredientes era
o cloreto de mercurio, com isso o pesquisador WELDON (2000) e colaboradores
realizaram uma pesquisa em voluntarios em uma cidade no México. Cerca de 317
mulheres que faziam o uso do creme se inscreveram voluntariamente para
analises de urina. O resultado foi que em 203 mulheres, a concentragdo média de
mercurio encontrada foi de 146,7 ug.L", devido a meia — vida do mercurio

inorganico em seres humano (cerca de 40 dias), novas analises em urinas foram
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coletadas nas mulheres, apdés 120 dias de interrup¢gdo do uso do creme, o
resultado foi quem em 126 mulheres apresentaram concentragdes superiores a
20 ug.L" de mercurio na urina.

TRIUNFANTE e colaboradores (2009) descreveram em suas pesquisas sobre
uma suspeita de intoxicagdo por mercurio inorgénico em um farmacéutico, que foi
internado no hospital, admitindo ter ingerido 50 g de cloreto de mercurio. Ap6s um
dia de internagao, foi realizado um exame de sangue e o nivel encontrado de
mercurio foi de 6750 uyg.mL"'. Apds 42 dias, o paciente faleceu com faléncia
multipla dos 6rgdos. Amostras de figado, pulmao, cérebro e sangue da vitima
foram coletadas para analise toxicolégica, sendo encontrados valores de 0,33
ng.g™"' no cérebro, 49,9 ug.g' no figado, 77,7 ug. g no rim e 3,27 ug.g! no
pulmao. Esses resultados confirmaram a intoxicagcéo por ingestdo de mercurio.

DIAS et al. (2016) realizaram uma investigagao forense em uma mulher de 53
anos de idade, professora de quimica, que foi internada no hospital com suspeita
de intoxicacdo crbénica por ingestdo de mercurio, apds ter ingerido
intencionalmente 6xido de mercurio em uma quantidade n&o relatada pela
paciente. Durante o tratamento da mulher, o hospital solicitou em dois diferentes
dias analises de mercurio no sangue e na urina. O primeiro exame, realizado no
terceiro dia de internagao, demostrou niveis altos de mercurio na urina (70000 g.L"
1) e no sangue (6800 pg.L"). O mesmo exame foi repetido no décimo segundo dia
e relevou concentragées de 4375 ug.L™' na urina e 3500 ug.L-' no sangue. No
décimo quinto dia a mulher veio a ébito com insuficiéncia renal aguda e sindrome
da angustia respiratéria aguda. Exames toxicologicos foram realizados e o
mercurio foi quantificado nas amostras de bilis, bago, figado, pulmao, rim e
sangue. Os resultados mostraram a presenga de mercurio no baco (18,5 ug.g-),
bilis (61,4 ug.g™), cérebro (3,43 ug.g™), figado (217 ug.g™), pulmao (22,9 ug.g™"),
rim (77,3 ug.g™") e sangue (2,28 ug.mL™"). Foi concluido que a paciente faleceu
devido a intoxicacdo aguda por ingestdo de mercurio inorganico.

Quando o organismo absorve o mercurio, o sistema nervoso central e os rins
sdo os primeiros locais a serem depositados e a eliminagado geralmente é feita
através da urina e fezes (PECANHA, 2008).

O mercurio possui alta afinidade pelos grupos sulfidrico, ou seja, todo o
mercurio inorganico encontrado no sangue esta ligado as proteinas dos
organismos (glutationa e cisteina) (AGRAWAL, FLORA, BHATNAGAR, et al.
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2014).

A ligagdo -SH com o mercurio se da de forma espontanea sob condi¢des
fisiologicas, e as constantes de formagao da glutationa com o metilmercurio sao
elevadas. Essa ligagao leva ao rompimento de membranas celulares e a inibigao
de enzimas. Este agrupamento afeta o DNA por agéo direta sobre os microtubulos
(estruturas cilindricas constituidas de inumeras moléculas de uma proteina),
causa danos nas estruturas das proteinas e bloqueia o canal de Ca?* em
neurénios ganglionares (PECANHA, 2008).

Como ja foi citado ao longo do texto, o mercurio causa danos a varios 6rgéos e
tecidos. O metilmercurio comeca a ser absorvido no sistema gastrointestinal, entra
na correte sanguinea e em cerca de 30 horas atinge todos os tecidos e 6rgaos.
Aproximadamente 10% do metilmercurio acumula no cérebro e 5% permanece na
corrente sanguinea. Estudos mostram que o cabelo e as unhas servem como
indicadores de exposi¢gao de mercurio a longo prazo (VIRTANEN, RISSANEN,
VOUTILAINEN, TUOMAINEN, et al. 2007).

Contaminagdes por doses pequenas também pode causar danos, tanto em
recém-nascidos quanto em pessoas adultas, sendo maiores em criancas do que
em adultos. Varios estudos foram feitos com criangas e foram constatados efeitos
sutis negativos sobre a funcédo cerebral, tais como o dominio da linguagem,
memoria e sistema motor. Para melhor entendimento dos danos devido a
contaminagao em doses baixas de mercurio, a tabela 1 mostra alguns efeitos do
mercurio em diferentes 6rgaos (ZAHIR, RIZWI, HAQ, et al. 2005).

Tabela 1. Efeitos causados pelo mercurio a diferentes sistemas do corpo humano.

Sistema Nervoso Danos

Adultos Perda de memdéria, deméncia (incluindo
Alzheimer), déficit de atengcédo, comprometimento

da audicdo e visdo, disturbios sensodrios e

aumento da fadiga.

Criancgas Déficit de linguagem, memoaria e atencéo.

Sistema Motor Danos




Adultos

Criangas

O rompimento da fungcdo motora fina,
diminuicado da forca muscular, cansago
excessivo.

Compromete o desenvolvimento do andar

Sistema Renal

Aumento da creatinina plasmatica (indica

fungéo renal alterada)

Sistema Cardiovascular

Altera a homeostase cardiovascular
(Homeostase € a condicdo de relativa
estabilidade da qual o organismo necessita para

realizar suas fungcbes adequadamente para o

equilibrio do corpo).

Sistema Imune Diminui a imunidade global do organismo

Sistema Reprodutivo

e causa ma formacgao em fetos.

Diminui a taxa de fertilidade de ambos sexo

*Adaptado de ZAHIR, RIZWI, HAQ, et al. 2005

1.3.1 Toxicidade do mercurio no sistema cardiovascular

Varios estudos sobre a relagdo da contaminagcdo do mercurio com o infarto
agudo do miocardio, mortalidade por doenca arterial coronariana e doenga
cardiovascular sdo reportados na literatura. Esses estudos foram realizados
através do coorte epidemiolédgico (tipo de estudo que relaciona a semelhancga
existente entre a presenca dos fatores de riscos ou caracteristicas e o
desenvolvimento de enfermidades em grupos) (SALONEN, SEPPANEN, LAKKA,
et al. 2000).

Um exemplo dos efeitos causados pelo mercurio, foi o estudo realizado por
PECANHA, et al. (2008), nos quais foram administradas agudamente
concentragdes de 5 nmol L' e 50 nmol L', demostraram danos na inibi¢gdo da
atividade da ATPase miosinica nas tiras de ventriculo dos ratos, sugerindo um
forte efeito toxico. Os estudos mostraram que esse efeito da inibicdo depende da
presenca do grupamento —SH na molécula de miosina, tornando assim possivel a
unidao com o mercurio (PECANHA, 2008; MOREIRA, OLIVEIRA, BONAN, et al.
2003).

Em concentragdes mais elevadas de HgCl2 em ratos, como por exemplo, 5
mg.Kg!, ocorre uma redugdo na pressao arterial diastdlica (valor conhecido como
pressao arterial minima) e sistolica (valor da pressao arterial maxima) e houve um

aumento na resisténcia vascular do pulm&o. Ja valores baixos, como 680 ng.Kg
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', ocasionaram um aumento na pressao arterial diastolica e sistolica e um aumento
nos batimentos cardiacos dos ratos (PECANHA, 2008).

1.3.2 Toxicidade do mercurio no sistema nervoso central

Para avaliagdo dos danos causados pela contaminagao por mercurio no
sistema nervoso central, foi realizado um estudo com macacos. Eles foram
expostos ao metilmercurio na concentragdo de 50 ug.Kg'.dia™! durante 6,5 a 7
anos de idade. Quando os macacos completaram 13 anos, foram observados
lentidao e déficits motores (DAY, REED, NEWLAND, 2005).

Estudos com hamsters foram realizados para verificar os efeitos da exposi¢cao
do mercurio em células embrionarias. O resultado demostrou falha no processo
de reparagdo do DNA e alteragcbes no padrdo normal da distribuicdo
cromossdmica durante a divisdo celular (CRESPO-LOPEZ, SA, HERCULANO, et
al. 2007).

Quando um cérebro adulto € envenenado com mercurio ocorre lesbes nas
areas anatdmicas localizadas no cortex visual e perda neuronal da camada de
granulos do cerebelo (CRESPO-LOPEZ, SA, HERCULANO, et al. 2007).

1.3.3 Toxicidade do mercurio no sistema renal

O sistema renal é o 6rgéo alvo para o acumulo de Hg?*, a acumulagdo ocorre
de maneira rapida, pois nos rins existe os segmentos de tubulo proximal que
possuem os néfrons onde o mercurio se concentra (BRIDGES, 2005).

O rim possui grande capacidade de extrair substancias do organismo, logo ele
pode ser considerado como um indicador de toxicidade do mercurio. Umas das
principais alteragdes que ocorre nos rins apos exposi¢cao ao mercurio € a perda
da funcdo glomerular (PECANHA, 2008). Estudos realizados com animais,
através da ingestao de mercurio inorganico, mostraram que causam alteragdes no
sistema renal tais como, necrose tubular, degeneracao de células glomerulares e
perda da funcao renal (PECANHA 2008).

Pesquisadores realizaram testes em macacos, expondo-os a amalgama
dental, e isto acarretou um deposito de mercurio nos tubulos proximais renais
(PECANHA, 2008).



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudar a distribuicdo do mercurio em ratos submetidos a exposigao

cronica a diferentes doses.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um procedimento analitico exato e preciso que permita a
determinacdo de mercurio em amostras de 6érgédos e sangue de ratos
utilizando a técnica ICP-MS;

e Avaliar os efeitos da exposicdo do mercurio sobre o ganho de peso dos
animais;

e Definir os principais alvos teciduais de deposicdo do metal ao final da

exposicao.



3 Procedimento experimental

3.1 Materiais e Reagentes

Todos os materiais usados neste estudo foram descontaminados utilizando
Extran MA 02 Neutro 2% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e acido nitrico a 20 % v/v.
ApoOs retirar do acido, os materiais foram lavados com agua purificada com
resistividade de 18,2 MQ (PURELAB Ultra, ELGA, UK), secos a temperatura
ambiente e armazenados em locais isento de qualquer tipo de contaminagao. Os
reagentes utilizados para os tratamentos dos ratos foram: NaCl P.A (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e HgCl2 (Sigma, EUA).

Para o preparo das amostras dos 6rgaos dos ratos foram utilizados H202 30%
v/v P.A (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil), HNO3 65% m/m P.A (Merck Millipore,
EUA), Triton x-100 (Nuclear, Sao Paulo, Brasil). O acido nitrico foi purificado por
destilagdo utilizando o Distillacid BSB939 IV (Berghof, Alemanha). Solugbes
monoelementares (SCP Science, Canada) 10 mg.L"' de Hg, 1000 mg.L-! de Au,
10 mg.L"" de Rh e 10 mg.L"! de Ir foram utilizadas. Foi utilizado papel filtro
quantitativo faixa branca C40 @ 125 mm (Unifil, Alemanha). O material de
referéncia DORM 4 (fish protein, NRC, Canada) foi utilizado para a avaliagao da
exatidao do procedimento analitico.

Para a digestao acida assistida por radiagao micro-ondas, foi utilizado o forno
Multiwave GO (Anton Paar, Austria). Balanca analitica ED224S com precisdo de
0,0001g (Sartorius, Alemanha) foi usada para pesagem das amostras, € 0
espectrdmetro de massas com plasma indutivamente acoplado Nexlon 300D
(Perkin Elmer, Estados Unidos) foi utilizado para a determinagdo de mercurio. Foi
utilizado para analise das amostras Argonio premier com pureza 99,9992% (Air
Products Brasil Ltda, Sdo Paulo) foi utilizado como o gas de plasma, auxiliar e

nebulizacio.

3.2 Amostras — tecidos e 6rgaos de ratos Wistar

Para o estudo deste trabalho foram utilizados 22 ratos Wistar como mostrado
na figura 2:

10



¥ o

'AM ‘.N

Figura 2 — Rato Wistar. Fonte: MACHADO, Camila Maria Longo et al. ROE — Wistar, 2012.

N

Os ratos escolhidos tinham aproximadamente dois meses de idade e pesavam
cerca de 120-180 gramas. Eles foram fornecidos pelo biotério do Programa de
Pés-graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito
Santo, UFES, onde foram mantidos em gaiolas, submetidos a um ciclo claro-
escuro de 12 horas, sob condi¢cdes de controle de temperatura, com livre acesso
a agua e ragao. Dois animais foram utilizados para treinamento dos
procedimentos de injecao e coleta das amostras sem contaminag¢ao, enquanto 20
animais foram utilizados para os protocolos experimentais efetivos.

Os procedimentos dos experimentos foram realizados de acordo com a Diretriz
Brasileira para cuidado e utilizagcdo de animais para fins cientificos e didaticos
publicada pelo CONCEA (2013). Todos os procedimentos também foram
avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica em Utilizagdo de Animais na
Universidade Federal do Espirito Santo, cujo numero do protocolo € 061/2014 em

conformidade com suas resolugdes, previamente a realizagdo dos mesmos.

3.3 Modelos de Exposicao

Os Wistar foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos experimentais,
sendo 6 ratos controles (CT); 7 ratos tratados com 2,172 ug.kg™ de cloreto de
mercurio (G1) e 7 ratos tratados com 21,72 ug.kg™' de cloreto de mercurio (G2).

Os ratos que pertencem ao grupo controle receberam inje¢des intramusculares
(i.m) de solucéo salina de cloreto de sédio, NaCl — 0,9 % m/v por 30 dias. Os ratos
tratados com mercurio receberam pelo mesmo periodo inje¢des intramusculares
de HgCl2, sendo a primeira dose de 2,172 ug.kg™' e doses subsequentes de 0,029
ug/kg/dia para G1 e 21,72 ug.kg™' como primeira dose e doses subsequentes de
0,29 ug/kg/dia G2.

As quantidades das doses injetadas foram determinadas através do calculo

tedrico. Este calculo se baseia em:
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Dose= volume de distribuicdo x concentragao plasmatica.

Para este calculo considera-se que o mercurio se distribuiria no organismo e o
volume de distribuicdo equivale a quantidade total de agua corporal — 80% do
volume de sangue total. O calculo das concentragdes das doses subsequentes foi
baseado na meia-vida de 37 dias do HgCl2 (AZEVEDO, 2003).

Foi calculada a eliminagao diaria e ajustaram-se as doses correspondentes a
esta eliminagdo a fim de manter 2,172 ug.kg™” e 21,72 ug.kg™' de concentragao

total.

3.4 Coleta de amostras

ApGs o tratamento de 30 dias, os ratos foram anestesiados com uretana (etil

carbamato), 1,2 g.kg? intraperitoneal (i.p.) como é mostrado na figura 3.

Figura 3 - llustracdo do local onde é injetada a uretana.

Apos alguns minutos para que ocorra o efeito da anestesia, a manobra
cirurgica denominada laparotomia foi realizada, ou seja, uma incisdo longitudinal
entre o apéndice xifoide e a sinfise pubica através da parede abdominal para
acessar a cavidade abdominal (Figura 4).

Depois da abertura da parede abdominal do rato, amostras sanguineas de
aproximadamente 4 mL foram coletadas da artéria aorta, por meio de seringa

acoplada a agulhas estéreis, e transferidas para tubos eppendorf contendo 200
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uL de Heparina diluida, utilizada para evitar a coagulacdo do sangue. Os tubos
foram armazenados a - 20 °C até a realizacdo das medidas.

Em seguida, foram feitas duas incisdes transcostais (através das costelas,
bilateralmente (Figura 4), com posterior rebatimento do gradil costal e exposicao
da cavidade toracica, para coleta do coragdo. Finalmente, ap0s eutanasia por
exsanguinacao (ainda sob efeito da anestesia), os fémures foram cuidadosamente
dissecados, assim como a calota craniana foi aberta para coleta do encéfalo

(cérebro). Foram coletadas também amostras de rins, testiculos e figado.

Incisdes
toracicas

\ /
\ /
I
I
| ————— Incisdo
I abdominal
~ — I_. -
24

Figura 4 - llustragao dos locais das incisfes para acesso aos 6rgéos coletados.

As amostras foram lavadas com agua destilada, para remoc¢éo do excesso de
sangue e armazenadas em embalagens plasticas a -20 °C.

Os procedimentos de exposicdo e coleta das amostras foram realizados no
laboratorio de eletromecéanica cardiaca e reatividade vascular. Posteriormente, as
amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Espectrometria Atémica do

LabPetro/UFES para a realizacdo do processo de secagem, digestao e andlises.

3.5 Pré-tratamento das Amostras

As amostras foram secas por cerca de 72 horas a aproximadamente 60 °C,

em seguida as mesmas foram maceradas em gral e pistilo de vidro, transferidas
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para um recipiente plastico e armazenadas no congelador até o momento da
decomposicao acida assistida por radiacdo micro-ondas.

Para o processo de decomposigao assistida por radiagcdo micro-ondas dos
orgaos, de acordo com BARBOSA (2013), pesou-se cerca de 0,1 g de amostra
em um tubo de teflon, ao qual foram adicionadas as seguintes solugdes: 1 mL de
H202 30%v/v; 6 mL de H20 ultrapura e 1 mL de HNOs3s concentrado. O programa
de aquecimento utilizado teve uma rampa de aquecimento até 130 £ 5 °C em 10
min e permanéncia por 10 min. Em seguida, outra rampa de aquecimento at 180
£ 5 °C em 10 min e permanéncia por 10 min e, finalmente, uma rampa de
resfriamento de 15 min. A poténcia utilizada foi de 800 W. Apds a decomposicao,
as amostras foram filtradas e avolumadas para 15 mL em tubo de polipropileno.
Antes da analise, 3 mL do digerido foram transferidos para outro tubo de
polipropileno, no qual foram acrescentados Rh (10 ug.L") e Au (1,0 mg.L") e
realizada uma diluicao para 10,0 mL, Rddio foi usado como padrao interno e Au
para evitar efeito de memodria. O efeito de memodria € decorrente quando se
trabalha com mercurio e a ndo corregao desse efeito pode levar a problemas na
calibragdo grafica, longos tempo de limpeza, diminuicdo da sensibilidade e sinais
dependentes da matriz (HARRINGTON, MERSON, D’SILVA, 2004). O mesmo
procedimento foi realizado com o material de referéncia DORM 4 para verificagéo
da exatiddo do método.

O branco de preparo foi realizado nas mesmas condi¢cdes que as amostras. As
curvas analiticas foram construidas a partir de solugdo padrao de Hg na faixa de
trabalho de 0, 1,0; 3,0; 5,0; e 7,0 yg.L", contendo Rh e Au nas mesmas
concentracbes das amostras. Foram realizadas fortificacbes das amostras com
2,0 ug.L"' de mercurio para avaliagdo do percentual de recuperagéo.

O método utilizado para a determinagéo de mercurio total no sangue dos ratos
foi de acordo com o trabalho de Palmer et al. (2006), ou seja, 200 yL de sangue
foram adicionados em tubos de polipropileno de 15 mL sendo diluidos com Triton
— X 0,005 % m/v em acido nitrico 0,5 % v/v a 10 mL (diluigdo foi de 1+49). As
amostras foram agitadas no vortex vigorosamente por cerca de 1 min e
posteriormente centrifugadas para evitar qualquer tipo de entupimento no
processo de introdugdo de amostra no ICP-MS. Foi utilizado Rh 10 yg.L"" e Au
1,0 mg.L".

O branco de calibragao foi preparado igual ao sangue. Para a curva analitica
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foi utilizado um sangue de rato wistar sem qualquer tipo de exposi¢ao na faixa de
trabalho de 0; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 ug.L'. Fortificagdes foram realizadas na

concentragéo de 1,0 pug.L™".

3.6 Analise das amostras

As amostras foram analisadas no espectrdmetro de massas com plasma
indutivamente acoplado, ICP-MS. Os parametros do equipamento estao descritos

na tabela 2.

Tabela 2. Condigao de operagdo do ICP-MS
Condig¢oes operacionais

Camara de nebulizacao Ciclénica de vidro com anteparo
Nebulizador Concéntrico Meinhard, tipo C
Cones Niquel 1,1 mm i.d
Tocha Tocha de Quartzo EasyGlide™
Poténcia de Radiofrequéncia 1550 W
Introdugéo de amostra Bomba peristaltica
Fluxo de gas auxiliar 1,20 L.min"*
Fluxo de gas de plasma 16,00 L.min""’
Fluxo de gas nebulizador 1,04 L.min""
Replicatas 3
Padrao interno 103Rh
Is6topo medido 202Hg
Taxa de aspiragao 1,3 mL.min""’
3.7 Analise estatistica dos resultados

A analise estatistica dos resultados foi realizada por teste t ndo pareado e
analise de variancia (ANOVA). Os resultados foram considerados estatisticamente
significantes para valores de p < 0,05. Foi realizado também o teste Q para

avaliacao de valores suspeitos.

15



4 Resultados e discussao

4.1 Caracteristicas de Desempenho do Procedimento Analitico

Inicialmente, foi verificado o tempo de secagem das amostras, 24 h e 72 h.
Para esse estudo foi utilizado o material de referéncia certificado DORM 4
(proteina de peixe) o qual estabelece um valor de 0,412 + 0,036 mg.kg"' de Hg
expressos numa base de massa seca. Concomitantemente ao tempo de
secagem, foi avaliada a eficiéncia de Rh e Ir como padréo interno, ou seja, qual
deles mostra uma melhor resposta garantindo a qualidade dos resultados das
andlises. Os resultados estdo apresentados na tabela 3, na qual consta a
informagéo dos valores de concentragdes obtidos bem como a porcentagem em
relagéo ao valor certificado.

Mediante os resultados, foi verificado que o tempo de 72 h para secagem e 0
padrao interno Rh sé@o as condi¢cdes mais satisfatérias, na qual houve uma melhor
recuperacdo (103,5 %) e também se obteve um valor de peso de massa
constante. Estes resultados permitem estabelecer que ndo deve estar havendo
perda de mercurio por volatilizacdo durante a secagem das amostras, assim como
durante o processo de aquecimento na digestdo, e através destes resultados, o
Rh demostrou-se ser um melhor padréo interno do que Ir corrigindo efeito de
matriz. Logo, as condi¢cBes escolhidas para as analises das amostras de 6rgaos

dos ratos foram a utilizacdo do padréo interno Rh e a secagem em 72 h.

Tabela 3. Concentracdo de Hg no material de referéncia DORM 4 utilizando diferentes
temperaturas de secagem e diferentes padrdes interno, cujo valor de referéncia é igual a 0,412 +
0,036 mg.kg-! de Hg.

Tempo de secagem do Concentragdo mg.Kg™' Recuperagao (%)
CRM (h)
Sem padrao interno
72 0,507+ 0,056 123,2
24 0,554 + 0,062 134,7
Com padrao interno, Rh
72 0,426 + 0,043 103,5
24 0,455 + 0,044 110,5

Com padrao interno, Ir
72 0,483 £ 0,049 117,3
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24 0,537+ 0,058 1279

Foram calculadas a linearidade e sensibilidade do procedimento dos 6rgaos e
sangue, cujos valores sdo apresentados na Tabela 4.

O coeficiente de determinagdo da curva (R?) indicou uma excelente
linearidade, visto que quanto mais proximo de 1,0 mais linear € a relagao entre a
concentragado do analito e a intensidade do sinal. O limite de detecc¢éo, LD, € a
menor concentragdo do analito que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada, e é expresso em termos do desvio-padrdo de
medidas do branco. Ele pode ser determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-
padrdo da resposta e do coeficiente angular e por processos estatisticos (BRITO,
JUNIOR, POLESE, et al. 2003). Ou seja, LD é a concentracdo do elemento de
interesse que produz um sinal analitico distinguivel do ruido, e é calculado através
das recomendacdes da IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) como trés vezes o desvio padréo de 20 leituras do branco da amostra,
dividido pela inclinagédo da curva analitica.

Ja o Limite de Quantificacéo, LQ, é a menor concentracdo do analito que pode
ser guantificada na amostra, ou seja, menor concentracao determinavel. Pode ser
estimado por meio do sinal/ruido, do desvio-padrao e por processos estatisticos
(BRITO, JUNIOR, POLESE, et al. 2003). O calculo foi baseado nas
recomendacdes da IUPAC, ou seja, dez vezes o desvio padrao de 20 leituras do
branco da amostra, dividido pela inclinacdo da curva analitica, considerando a
massa da amostra e o fator de diluig&o.

Os valores de LD (6,0 ng.L ) e LQ (10 pg.kg?) foram obtidos para a solucéo
de analise e para a amostra, respectivamente, considerando a diluicdo empregada
(a massa utilizada foi de aproximadamente 0,1g o volume final foi de 10 mL).

No estudo da quantificagdo de mercurio inorganico em sangue humano
utilizando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado, realizado por Rodrigues e colaboradores (2010),
foi obtido um valor de LD igual a 250 ng.L™.

Ao fazer uma comparagéo dos resultados obtidos no presente trabalho com o
resultado reportado na literatura usando a HPLC- ICP-MS, considerada referéncia

para mercurio, constata-se que o método apresenta uma boa sensibilidade.
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Tabela 4. Caracteristicas de desempenho do método utilizado para determinacado de mercurio em

amostras de sangue e 6rgaos de rato utilizando ICP-MS.

Parametros de mérito das amostras Resultados
de 6rgaos
Equacao da regressao linear Y= 3268,6 X —2,7739
Coeficiente de determinagéo (R?) 1,000
Limite de Detecgao (LD) 6,0 ng.L"
Limite de Quantificagdo (LQ) 10,0 pg.kg™
Parametros de mérito das amostras Resultados
de sangue
Equacao da regressao linear Y=5296,3 X 601,42
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,9907
Limite de Deteccgao (LD) 0,319 ng.L""
Limite de Quantificagdo (LQ) 0,5285 ug.kg!

O ensaio de adicdo e recuperacdo € um método muito utilizado para
verificacdo de processos analiticos. Ele esta relacionado com a exatidao e reflete
a quantidade de determinado analito recuperada no processo, em relacdo a
qguantidade real presente na amostra. Deve-se ressaltar que o processo de
fortificacao tenta simular condi¢fes reais, nao interferindo significativamente nas
interagbes que ocorrem na propria amostra (BRITO JUNIOR; POLESE, et al.
2003).

O teste de recuperacédo foi realizado para alguns 6rgaos, e encontra-se na
tabela 5.

De acordo com o autor Ribani (2004) e colaboradores as recuperacdes devem
estar na faixa de 70 a 120%. Os teores de recuperagao apresentados na tabela
estao entre 85 e 99 %, indicando que as recuperacdes foram satisfatorias e que o
meétodo de determinacdo de mercurio em amostras biolégicas nao esta sujeito a
interferéncias de matriz, indicando que o mesmo tem boa exatiddo, como

constatado anteriormente, e esta adequado ao estudo proposto.

Tabela 5. Percentual de recuperacédo obtido para determinacdo de mercurio em amostras de

sangue e 6rgaos de rato, apos fortificagdo com 1 e 2 ug.L".

Orgao Hg adicionado Hg obtido Recuperagao
(Hg-L") (Mg- L) (%)
Figado 2 1,85 92,5
Encéfalo 2 1,75 87,5
Figado 2 1,70 85,5
Sangue 1 0,99 99,1
Sangue 1 0,99 99,2
Sangue 1 0,99 97,7
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4.2 Efeito da exposi¢cdo do mercurio sobre o ganho de peso dos

animais e efeito do peso iumido e seco dos 6rgdaos.

Os ratos dos grupos CT, G1 e G2 foram pesados semanalmente, no mesmo
dia, durante 4 semanas. Os resultados estao representados na tabela 6. Observa-
se um aumento no peso dos ratos entre a primeira semana do experimento e a
ultima, o que era esperado, pois eles cresceram e se desenvolveram. No entanto,
quando se observa o ganho de peso corporeo dos ratos do grupo G2, houve uma
reducdo em relagdo aos ratos dos grupos CT e G1. Foi aplicado analise de
variancia (ANOVA) para verificar se havia diferenga estatisticamente significativa
(p < 0,05) entre as médias. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 6 e os
resultados indicaram uma diferenca significativa entre os grupos. E
posteriormente foi realizado o teste t e verificou-se que houve diferenca
significativa entre os grupos CT e G2. Esse resultado estd de acordo com os
trabalhos de Peixoto et al. 2003; 2007 e Roza et al. 2005, que avaliaram o ganho
de peso corpdreo em ratos expostos a cloreto de mercurio, no qual os ratos
expostos a mercurio tém um menor ganho, indicando um dano causado a
exposicdo de mercurio. E importante chamar atencdo que os animais utilizados
neste experimento fazem parte de um grupo homogéneo, em relagéo ao peso, ou

seja, os ratos foram pegos de uma mesma ninhada e mesmo dia.

Tabela 6. Média do peso corpéreo (g) dos ratos dos grupos CT, G1 e G2 apds a 1% e 42 semana

de tratamento com HgClz.

Grupo 1? semana 4? semana
Controle 226, 08 + 32,93 384,42 + 54,08
G1 279,50 £ 68,55 412,68 £39,17
G2 211,08 + 28,75 338,50 £ 35,01

Em relagdo ao peso dos 6rgaos secos e drgaos umidos nao houve diferenca
significativa entre as médias dos pesos dos grupos CT, G1 e G2 (p > 0,05),

conforme pode ser observado na tabela 7.

Tabela 7 Média do peso seco e Umido (g) dos érgéos dos ratos dos grupos CT, G1 e G2.

Orgao umido
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Orgao CT G1 G2

(9) (9) (9)
Rim 1,18 £ 0,19 1,22 +0,13 1,26+ 0,21
Testiculo 1,33+0,13 1,39+£0,15 1,38 £ 0,12
Coracéao 1,11 £ 0,21 1,94 + 0,27 1,11 £ 0,16
Enceéfalo 1,47 £ 0,15 1,58 £ 0,15 1,61 £0,04
Figado 14,24 £+ 2,19 14,40 1,58 14,21 £ 2,43

Orgio seco

Orgao CT G1 G2

(9) (9) (9)
Rim 0,32 £ 0,05 0,36 = 0,080 0,36 + 0,09
Testiculo 0,20 £ 0,03 0,22 + 0,048 0,22 + 0,043
Coracéao 0,26 + 0,08 0,26 + 0,033 0,27 + 0,064
Encéfalo 0,33+0,39 0,38 £ 0,054 0,40 £ 0,036
Figado 4,28 + 0,69 4,44 + 0,57 4,46 + 1,01

4.3 Dosagem de mercurio total no sangue

Analises de mercurio no sangue de alguns ratos expostos a concentragao de
10,86 pg.Kg -! também foram realizadas (G intermediario). A tabela 8 apresenta a
concentracédo total de mercurio encontrado no sangue dos ratos CT, G1, G
intermediario e G2.

Foi realizado o teste t e verificou-se que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre os grupos, porém os resultados foram avaliados de acordo com a
dose de tratamento.

A medida que o mercurio entra na corrente sanguinea, ele liga-se as proteinas
do plasma e assim é distribuido para os tecidos, podendo se concentrar em
diferentes sitios, tais como: rins, figado, medula éssea, intestino, cérebro, ossos,
entre outros. Avaliando-se as concentragbes sanguineas obtidas no presente
estudo, embora apresentassem uma tendéncia a maior nivel do metal no grupo
submetido a maior dose de exposi¢ao, ndo ha uma clara relagéo entre esses dois
fatores. Neste trabalho, trés doses de HgClz foram doses de ataque: 2,172 pg.kg
1,10,86 ug.kg' €21,72 ug.kg™, seguidas de injegdes diarias para cobrir as perdas
decorrentes da excrecdao de mercurio pela urina e fezes. Entretanto, as
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concentragbes do mercurio obtidas no sangue parecem todas semelhantes,

variando entre 2,83 a 4,29 ug.kg™.

Tabela 8. Resultados das concentragdes de mercurio em amostras de sangue dos ratos,CT G1,
G intermediario e G2 no ICP-MS.

Amostra CT G1 G G2

intermediario

Sangue 299+0,76 3,76+0,58 2,83+0,85 4,29 + 0,51

Uma provavel explicacdo para isso seriam os diferentes sitios nos quais o
mercurio poderia se depositar, incluindo sua ligagdo com proteinas no proprio
sangue. Sabe-se que 0 mercurio inorganico € capaz de se ligar a grupamentos
tiol (-SH) de proteinas, e consequentemente pode inativar enzimas e levar a leséo
celular e tecidual, além de interferir em inUmeros processos vitais do organismo
(GILMAN, (2007); ASANO (2000)). Considerando ainda que o mercurio organico
€ lipossoluvel e altamente difusivel enquanto o mercurio inorganico tem baixa
lipossolubilidade e capacidade de adentrar membranas celulares (CLARKSON,
VYAS, BALLATORI, 2007), pode-se especular que na medida em que se aumenta
o nivel de exposi¢cao, também ocorre 0 mesmo com a deposi¢cao deste metal nos
tecidos, o que dificultaria uma elevagao proporcional na corrente sanguinea. Outro
fator que pode ser levado em conta € que o mercurio € depositado nos ossos e
pode permanecer por um longo periodo de tempo, e uma exposigdo continua a
pequenas quantidades iria potencialmente aumentar este teor nos ossos. De fato,
o tecido 6sseo possui uma area de superficie mineral extensa podendo adsorver
toxinas e metais pesados, minimizando os efeitos dos mesmos sobre os 6rgaos
(LOVERIDGE, (1999); FERNANDEZ, (2006)).

O resultado obtido no presente estudo esta de acordo com o trabalho de
Wiggers et al 2008, que avaliou a concentracdo de mercurio encontrado no
sangue de ratos Wistar apds os ratos serem expostos com cloreto de mercurio por
30 dias com dose administrada de 4,344 ug.Kg™'. O estudo informou que, apos os

30 dias, a concentragéo de 3,85 ug.Kg™ foi encontrada no sangue.
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A concentragdo encontrada no sangue dos ratos expostos a dose de cloreto
de sodio, do grupo CT, esta bem proxima das concentragdes dos grupos: G1, G
intermediario e G2, o que pode sugerir uma possivel contaminag¢ao advinda de
fatores externo na hora da exposigao dos ratos do grupo CT, como por exemplo,
a temperatura ndo adequada no biotério e 0 manejo dos ratos controles perto dos

ratos expostos a cloreto de mercurio.

4.4 Biodistribuicao do mercurio em diferentes érgaos

Afigura 5 Ae 5 B mostra o comportamento do mercurio nos érgaos de ratos
expostos a cloreto de sédio 0,9% m/v (CT); 2,172 ug.kg™' de HgCl2 (G1) e 21,72
ug.kg’' de HgCl2 (G2). Os ratos do grupo controle e G1 apresentaram niveis muito
baixos de mercurio ficando a maioria abaixo do limite de quantificacédo, LQ (< 10
ug.kg -1), com excegao do figado e rim que apresentaram uma concentragdo igual
a 12,51+0,64 e 65,86+6,0 ug.kg "'de peso seco, respectivamente.

No grupo G1, pode-se concluir que o figado ndo apresentou niveis confiaveis
de mercurio, pois foram encontradas concentragdes maiores do que no figado do
grupo controle. A concentragcdo de mercurio nos 6rgaos: testiculos, coragao e
enceéfalo ficaram abaixo do limite de quantificagdo. Em relagdo ao rim, houve um
acumulo significativo de mercurio (302,00 + 45,07 ug.kg -') quando comparado
com o controle (65,86 + 6,0 ug.kg ).

Os outros 6rgaos do grupo G2, tais como: testiculo, figado, coracao e encéfalo
apresentaram niveis de mercurio iguais a 15,85 + 2,45; 25,51 £ 7,69; 15,61 £ 4,64
e 13,92 + 2,03 ug.kg ' respectivamente.

O ¢6rgao que mais chamou atencdo devido ao elevado nivel de mercurio
encontrado foi o rim no grupo G2, 2819+ 1587; houve um aumento em relagéo ao
nivel encontrado nas amostras de rins do grupo controle e no grupo G1.

Além disso, em todos os 6rgaos do G2 foram encontrados concentracdes de

Hg superiores ao LQ e superiores ao CT e G1.
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Figura 5 Distribuicdo de mercurio, em pg.kg -, em 6rgaos de rato apds exposigéo cronica por 30
dias a diferentes doses: (A) G1 (2,172 ug.kg -') e (B) G2 (21,71 pg.kg -'). *A concentragdo de

mercurio nos rins do G2 esta em escala 1:100.

Nosso estudo de biodistribuicdo de mercurio demonstrou que 0 mesmo tem
uma tendéncia de acumular-se nos rins, mesmo na menor dose utilizada,

sugerindo ser este um dos primeiros sitios de deposigéo, provavelmente devido
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ao seu alto fluxo de sangue com grande capacidade de filtracdo. Ao comparar as
concentragbes obtidas nos 6rgdos dos ratos G2, o rim obteve uma maior
concentracdo. O acumulo de mercurio no rim de acordo com NASCIMENTO et al.
(2001), é ocasionado devido a esse 6rgao ser a principal via de excregao e
também por ser um érgéo onde passa mais fluxo de sangue. Estudos demonstram
que o mercurio inorganico causa danos ao sistema renal e é responsavel pelo
desenvolvimento de varias doengas renais (HODGSON, NIEUWENHUIJSEN,
ELLIOTT, et al. 2007).

A principal alteragdo que o mercurio promove no sistema renal € a perda da
funcdo glomerular, responsavel pela primeira etapa na formagao da urina e
necrose tubular (insuficiéncia renal) (CARMIGNANI, et al. 1992).

Interessantemente, a concentragdo de mercurio observada nos rins extraidos
do grupo tratado com a dose de 21,72 ug.kg™ foi 10 vezes maior do que a
concentragéo do grupo tratado com a dose de 2,172 ug.kg™, o que pode indica,
diferente dos demais sitios estudados, uma linearidade entre o nivel de exposi¢cao
e as concentragdes encontradas nas analises.

Os outros 6rgaos tiveram uma concentragdo bem menor, isso pode acontecer
devido ao fato de possiveis tampdes (protecdo) que esses Orgaos possuem
(LOVERIDGE, (1999); FERNANDEZ et al. (2006)). Como foi citado anteriormente
0 0sso € um exemplo de uma protecao, outro exemplo seria 0 bago, pois ele é o
maior 6rgao imune secundario do corpo, responsavel pela filtragem do sangue
removendo assim microrganismos, substancias estranhas e células vermelhas
gastas ou danificadas do sangue (CESTA, 2006).

Reforgando essa linha de pensamento, no grupo G1 somente o figado e o rim
apresentaram niveis detectaveis de mercurio, ndo sendo possivel a quantificagao
de mercurio nos outros 6rgaos estudados, ou seja, as concentragdes ficaram
abaixo do LQ. Entretanto, no grupo G2, o segundo 6rgao que obteve uma maior
quantidade de mercurio foi o figado, seguido dos testiculos, coracao e encéfalo.
O figado apresentou uma elevada concentragao provavelmente devido ao fato de
que o sal de cloreto de mercurio € inicialmente absorvido e distribuido entre os
glébulos vermelhos e o plasma, ligando - se aos grupos tiol, em seguida os ions
Hg?* se distribuem primeiramente no figado, onde o mesmo é metabolizado (DIAS,
BESSA, GUIMARAES et al. 2016).

Comparando os 6rgaos estudados do G2, uma menor concentragao foi
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encontrada no encéfalo no grupo G2. De acordo com DIAS, BESSA, GUIMARAES
et al. (2016), o mercurio inorganico tem dificuldade de ultrapassar a barreira
hematoencefalica, porém pode ser encontrado no organismo humano alguns
derivados organicos do mercurio, alguns estudos apontam a possibilidade de
biotransformagdo do mercurio inorganico, ou seja, mesmo com exposicdo a
mercurio inorganico, pode haver no organismo metilagdo do mercurio e assim,
chegar ao cérebro. O fato do figado ter sido também um 6rgao alvo do mercurio
se deve a fungcado de metabolizagdo desse 6rgao.

A presenga de mercurio no coragdo do grupo G2, refor¢ca a relagdo com
mercurio e as doengas cardiovasculares. Rissanen (2000) relacionou a presenga
de mercurio com episddios de infarto do miocardio, hipertensédo arterial,
aterosclerose e doencga arterial coronariana.

Nao existem muitos estudos sobre os danos que o mercurio inorganico causa
ao sistema reprodutor, mas estudos realizados em ratos tratados com cloreto de
mercurio relevam que ha redugdo na motilidade (capacidade de locomogao),
contagem e viabilidade espermatica (BOUJBIHA, HAMDEN, GUERMAZI,
BOUSLAMA, et al. 2009), e a exposigao oral de cloreto de mercurio em ratos altera
a performance reprodutiva (KHAN, ATKINSON, GRAHAM et al. 2004). De acordo
com o trabalho de Martinez 2013, que realizou exposi¢ao cronica a baixas doses
de HgCl2 em ratos machos durante 30 dias, sendo a dose de ataque igual a 4,6
ug.kg™, foram identificados danos funcionais e estruturais no sistema reprodutor

de ratos.
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5 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o método de quantificagao
de mercurio por ICP-MS apresentou uma boa exatidao e sensibilidade, podendo
ser utilizado com eficacia em estudos de avaliagdo de toxicidade por mercurio.

A maior exposigdo ao mercurio induz a uma perda de massa corporea dos
ratos.

O estudo da biodistribuicdo de mercurio demonstrou que 0 mesmo tem uma
tendéncia de acumular-se nos rins, sendo que a concentragdo do grupo G2 foi
cerca de 10 vezes maior do que a concentragdao do grupo G1, indicando uma
possivel linearidade entre as concentragdes encontradas e as doses injetadas nos
ratos.

O segundo 6rgao que obteve uma maior quantidade de mercurio foi o figado,
seguido do testiculo, coragao e encéfalo.

A quantificagdo do mercurio no sangue nao seguiu uma relagao linear com a
dose exposta.

A deposicao preferencial de mercurio nos érgaos justifica os baixos niveis de

mercurio no sangue, independente da dose de exposicao.
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