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RESUMO

O mercurio (Hg) é um metal reconhecidamente de alta toxicidade j& descrita ao longo
dos anos. O metilmercirio (MeHg) é uma das formas organicas deste metal que
apresenta maior toxicidade por ter mais facilidade de penetrar as membranas celulares
dos oOrgdos e das barreiras hematoencefalica e placentaria causando inumeras
consequéncias sistémicas no organismo contaminado. Um dos mecanismos em que se
baseia a toxicidade do MeHg € a geracdo em excesso de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) causando estresse oxidativo. P.reticulata é uma espécie vegetal comumente
conhecida como vinhatico cujo uso na medicina popular é bastante difundido
principalmente no norte e centro-oeste brasileiros. O extrato da casca de P. reticulata
possui em sua composicdo taninos, flavondides e outros grupos de compostos de
estrutura fendlica, responsaveis em grande parte pelo efeito antioxidante da planta. O
objetivo geral deste estudo foi verificar o efeito do extrato aquoso de P. reticulata
mediante a contaminacdo por MeHg durante 21 dias em ratos atraveés dos testes
comportamentais e dosagens de Hg em figado, rins, cérebro e cerebelo. Foi realizado
ainda teste in vitro para avaliar atividade antioxidante do extrato aquoso através do teste
do radical superoxido. Foram selecionados para os experimentos 48 ratos Wistar
machos de pesagem entre 150 e 200g provenientes do Biotério do Laborat6rio de
Bioprospeccdo e Biologia Experimental (LabbBex) da Universidade Federal do Oeste
do Para. Os animais foram separados nos seguintes grupos (G) com n=6 em cada: G1-
Agua, G2 - P.reticulata 60mg/kg, G3 - P. reticulata 120mg/kg, G4 - P. reticulata
240mg/Kg, G5 — MeHg 4mg/kg, G6 - P. reticulata 60mg/kg+ MeHg, G7 - P. reticulata
120mg/kg+ MeHg, G8 - P. reticulata 240mg/kg+ MeHg. Apds 21 dias de administragdo
diaria os animais foram submetidos aos testes comportamentais (Labirinto em Y, Caixa
Claro-escuro e Rota-rod), posteriormente eutanasiados e por fim feita a coleta de
cérebro, figado e rins para analises. Os resultados dos testes comportamentais
mostraram que 0S grupos que receberam MeHg tiveram memoria de curta e longa
duracdo além de funcdo motora afetadas. No labirinto em Y, a % de alterndncia dos
grupos G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 e G8 foram em média de 65; 62; 71; 62; 33; 75; 41;
20% respectivamente. No teste da barra giratoria foi observado que os animais de G5,
G6 permaneceram menos tempo sobre a barra giratéria, em média de 65,75 segundos.
Os animais de G7 e G8 ndo foram capazes de permanecer na barra giratoria. As
dosagens de Hg mostraram maior concentracdo do metal respectivamente em figado,
rins, cerebelo e cérebro. A dose de P. reticulata de 60mg/kg mostrou-se de maneira
geral mais eficaz na protecdo dos danos causados pelo metal aos 6rgdos e na memoria e
aprendizado avaliados nos testes de comportamento. A avaliagcdo in vitro do extrato
comprovou atividade antioxidante através da inibicdo dos radicais superoxidos
(respectivos % de inibigéo: 25,6%, 50,92%, 68% 93% para as concentra¢des 5 pg/mL,
10 pg/mL, 20 pg/mL e 50 pg/mL.)
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ABSTRACT

Mercury (Hg) is a known metal high toxicity been described over the years.
Methylmercury (MeHg) is one of organic forms of this metal that has a higher toxicity
find it easier to penetrate the cell membranes of organs and blood-brain and placental
barriers causing numerous systemic consequences in the contaminated organism. One of
the mechanisms underlying the toxicity of MeHg is to generate in excess of reactive
oxygen species (ROS) causing oxidative stress. P.reticulata is a species commonly
known as mahogany whose use in folk medicine is widespread mainly in northern and
central-western Brazil. The P. reticulata bark extract has in its composition tannins,
flavonoids and other phenolic groups of compounds of structure responsible in large
part by the antioxidant effect of the plant. The aim of this study was to investigate the
effect of aqueous extract of P. reticulata by contamination MeHg for 21 days in mice
through behavioral tests and Hg dosages in liver, kidney, brain and cerebellum. In vitro
testing was also carried out to evaluate antioxidant activity of the aqueous extract
through the superoxide radical test. They were selected for the 64 mice experiments
Wistar weighing males between 150 and 200g from the Vivarium of Bioprospecting
Laboratory and Experimental Biology (LabbBex) of the Federal University of Western
Para. The animals were separated into the following groups (G) with n = 6 in each: G1
Water, G2 - P.reticulata 60 mg / kg, G3 - P. reticulata 120mg / kg, G4 - P. reticulata
240mg / kg, G5 - MeHg 4 mg / kg, G6 - P. reticulata 60mg / kg + MeHg , G7 - P.
reticulata 120mg / kg + MeHg, G8 - P. reticulata 240 mg / kg + MeHg. After 21 days
of daily administration animals were subjected to behavioral testing (Y maze, Box
Light-dark and Rota-Rod) subsequently euthanized and finally collecting made brain,
liver and kidneys for analysis. The results of the behavioral tests showed that the groups
that had received MeHg short and long term memory plus motor function affected. In
the Y maze, the switching% of G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 and G8 were on average
65; 62; 71; 62; 33; 75; 41; 20% respectively. In the rotating rod test it was observed that
the animals G5, G6 spent less time on the swivel bar, averaging 65.75. G7 and G8
animals were not able to remain on the swivel bar. Hg dosages showed higher
concentration of metal respectively in liver, kidney, brain and cerebellum. The dose of
P. reticulata 60 mg / kg proved to be more effective overall in protecting the damage
caused by metal to organs and memory and learning assessed in behavioral tests. The in
vitro evaluation of the extract demonstrated antioxidant activity through inhibition of
superoxide radicals (its% inhibition: 25.6%, 50.92% 68% 93% for 5 mg / mL
concentrations, 10 mg / mL, 20 ug / ml and 50 ug / ml.
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1. INTRODUCAO

O mercdrio (Hg) é reconhecidamente um dos metais pesados de grande impacto
sobre a satde humana e o meio ambiente. Exposi¢Ges ao Hg podem afetar 6rgaos-alvo
e/ou apresentar sintomas sistémicos no homem (SATOH, 2013; CAVE et al., 2013;
PASSOS e MERGLER, 2015).

Os seres humanos estdo expostos a contaminacdo mercurial por diversas fontes as
quais incluem: consumo de pescado e frutos do mar contaminados, exposicao
ocupacional, uso de amalgamas dentarios e mais recentemente ao contato com baterias e
componentes de eletroeletronicos cujo descarte € em maioria indiscriminado (PASSOS
e MERGLER, 2015; UNEP, 2013).

Dentre as formas quimicas de Hg, o metilmercdrio (MeHg) é a mais preocupante
devido a capacidade de atravessar as barreiras placentaria e hematoenceféalica, causando
estresse oxidativo em muitos tecidos corporais (ROVER, 2001; STOHS e BAGACHI,
1995), a exemplo da neurotoxicidade bastante estudada desde a época dos incidentes em
Minamata no Japdo (SATOH, 2013; SAKAMOTO et al., 2013; MEACHAM et al.,
2005).

Sendo a produgdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) uma das ac¢bes do
MeHg em organismos vivos, a utilizacdo de compostos com atividade antioxidante,
pode reduzir os efeitos do MeHg no organismo (ASLANTURKA et al., 2014; AL-
SALEH et al., 2014; PAL e GHOSH et al., 2012; GOKSEL et al., 2006) Nesse
contexto, plantas medicinais com atividade antioxidante poderiam tambem ser utilizadas
como potenciais compostos para reduzir a agdo das EROs.

Muitas plantas medicinais ja sdo utilizadas para diversas sintomatologias pelo
saber popular. Algumas ja sdo reconhecidas e aceitas como tratamento fitoterapico
autorizado pelo Ministério da Saude do Brasil. Outras estdo em fase de descri¢do e
estudo de componentes fitoquimicos bem como suas atividades farmacol6gica e
possivel toxicidade (TOLEDO et al., 2011; SIMOES, 2007; LORENZI e MATOS,
2002).

Os principios ativos de plantas medicinais ja bastante descritos na literatura
mostram-se determinantes em auxiliar em situagfes prejudiciais ao organismo. As
atividades anti-inflamatdria, anti-edematogénica, antifungica e antioxidante estdo
presentes nas evidéncias encontradas ao longo dos anos e dos estudos nessa area. Este

altimo efeito em especial deve-se a grupos de compostos denominados taninos,
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flavondides dentre outros de estrutura fendlica principalmente (SIMOES, 2007). Esses
componentes sao presentes, por exemplo, no extrato da casca de P. reticulata (MORIM,
2014; FARRAPO, 2011; FERNANDES et al., 2005; LEWIS e WARWIRC, 2003),
composto estudado neste trabalho em sua agdo protetora mediante intoxicacdo por
MeHg.

Possiveis mecanismos envolvidos na mitigacdo dos efeitos do MeHg por
fitoquimicos podem incluir a reducdo das EROs, a ativacdo dos sistemas antioxidantes
enzimaticos, a restauracdo do potencial da membrana mitocondrial e a modulacéo de
vias de sinalizagdo celular (CAMPOS e SPARZA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE,
2009). Fitoquimicos também podem afetar a biodisponibilidade e farmacocinética do
MeHg (LAIRD et al., 2009; PASSOS et al., 2007).

Neste sentido, esforcos para procurar protecdo contra os efeitos do MeHg na
populacédo séo de grande importancia e a correlagdo com a alimentacao local e o uso de
plantas medicinais mostra-se uma alternativa valida, visto que a cultura local expressada
pelo consumo de produtos regionais de origem natural possui forte influéncia e
aceitacdo da populacéo e pode ser uma utilizada em favor de amenizar as consequéncias
do metal. Deste modo, o desenvolvimento de estudos experimentais tém sido
fundamental para conhecer os efeitos toxicos do MeHg, e também para as investigacdes

de provaveis alvos moleculares que possam minimizar os efeitos deste metal pesado.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 MERCURIO

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O Hg é um metal pesado, pertencente ao grupo Il B da Tabela Periddica, tem
caracteristica volatil e se apresenta no estado liquido a temperatura ambiente e a 0°C.
N&o apresenta funcbes bioldgicas, e é considerado um agente potencialmente toxico ao
oferecer grande risco de contamina¢do (AZEVEDO, 2003). A forma liquida e a
capacidade de evaporar-se facilmente é decorrente de seu baixo calor latente de
evaporacdo de 295KJ/Kg. O Hg sob forma de vapor (Hg®) oferece maior risco que a
forma liquida. Este metal pode também ligar-se a outros elementos como enxofre ou
oxigénio para formar o Hg inorganico pela formacdo de fons: Hg!* (merctrico) ou
Hg?"(mercuroso).

O HgP presente na atmosfera é derivado da gaseificacdo natural da crosta terrestre
e através de erupcdes vulcanicas, bem como da evaporagdo dos oceanos e solos. As
fontes antropogénicas tornaram-se um contributo significativo para o Hg atmosférico.
Essas emissGes sdo provenientes da mineracdo e fundicdo de metal, incineradores e
despejo de residuos industriais (CASARRETT e DOULL'S, 2008).

O despejo de Hg em aguas e solos, a liberacdo na atmosfera e consumo pelo
homem atraves da alimentacdo, causa prejuizos a satude (SATOH et al., 2013; RICE et
al., 2014), principalmente ao sistema nervoso central (GONZALEZ-ESTECHA et al.,
2014; ASCHNER et al., 2007; WHO, 2007).

As fontes de exposi¢cdo humana as formas do Hg incluem: amalgama dentério,
termometros, esfigmomandémetros, barémetros, emissGes de combustiveis fosseis,
lampadas incandescentes, pilhas e incineragfes de residuos hospitalares (RICE et al.,
2014), fabricas de lampadas fluorescentes , mineracdo do ouro e da prata (MERGLER
etal., 2007).

Este metal pode ainda formar um nimero de compostos organometalicos estaveis
ligando-se a um ou dois atomos de carbono. O MeHg é a forma organica toxicolégica
mais importante (CASARRETT e DOULL’S, 2008; SATOH et al., 2013; RICE et al.,
2014).
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A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisico-quimicas do Hg, bem como a utilizacéo

de cada forma do metal:

Tabela 1: Formas de Hg, propriedades e aplicagdes

Forma Quimica

Propriedades e caracteristicas

Metalico

Vapor (Hg°)

Compostos
organicos

(MeHg principal)

Compostos
inorganicos
(Hg"", Hg*)

Liquido a temperatura ambiente, expansdo
volumétrica uniforme em ampla faixa de
temperatura, alta tensdo superficial, ndo
aderéncia a superficies vitreas

Baixa resisténcia elétrica e alta
condutividade térmica

Alto potencial de oxidacdo em relacdo ao
hidrogénio

Facilidade de formacéo de améalgamas com

outros metais

Volatilidade maior

Poder de assepsia por oxidacdo de matéria

organica

Alta estereoespecificidade

Aplicacdes

Aparelnos de medicdo de
pressdo e temperatura:
termo6metros, barbmetros e
mandmetros

Materiais elétricos e

eletronicos, agente resfriante
Operacdes eletroquimicas:
industrias de cloro e soda

Metalurgia, odontologia,
processos extrativos (garimpo).
Queima do metal,

incineradores industriais

Inseticidas, bactericidas,
fungicidas
Catadlise na indUstria de

polimeros sintéticos

Fonte: Adaptado de Micaroni et al., 2000 QUIMICA NOVA, 23(4)

2.1.2 Historico da exposicdo humana a contaminacao mercurial

O Hg por ter sido utilizado em larga escala ao longo dos anos de desenvolvimento

industrial e agricola, foi causa de muitos casos de contaminacdo. Um dos casos mais

conhecidos foi o0 acidente na Baia de Minamata no Japdo na década de 1950, onde uma

companhia de produtos quimicos despejava os detritos, um deles 0 MeHg, da producéo
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de acetaldeido na baia de Minamata. Como consequéncia, 0 consumo de peixes
contaminados afetou diretamente o sistema nervoso de seus moradores (GONZALEZ-
ESTECHA et al., 2014; ASCHNER et al., 2007).

A “Doenca de Minamata” foi oficialmente descoberta em 1956, quando uma
crianca foi hospitalizada com maéos e pés paralisados. A partir dai, varios casos
similares foram encontrados, atingindo niveis epidémicos. Desde 1953, fatos até entdo
inexplicaveis estavam sendo observados proximo a Baia de Minamata: um grande
nimero de pessoas com entorpecimento de dedos, labios e lingua, morte de peixes e
mariscos e morte de passaros e gatos por violentas desordens nervosas. Por volta de
1960, no minimo 111 pacientes ja haviam sido identificados com esta doenca. A
mortalidade foi de cerca de 20% e o0s sobreviventes ficaram permanentemente
incapacitados (ASCHNER et al., 2007).

Outro caso historico relevante ocorreu em 1971 no Iraque, onde foi importada
grande quantidade de sementes de trigo e cevada tratados com fungicida a base de
MeHg. Apesar das adverténcas oficiais, a safra foi utilizada na confeccéo de péaes para o
consumo da populacéo. Cerca de 500 pessoas morreram e aproximadamente 6500 foram
hospitalizadas com sequelas graves (GONZALEZ-ESTECHA et al., 2014).

Na Amazonia, além dos registros da mineragdo industrial e artesanal de ouro
desde a década de 80 ha possivelmente outras fontes naturais e antropogénicas de
contaminacédo atuais e isso tem aumentado a concentragdo de Hg na Bacia do Tapajos
(NEVADO et al., 2010). Sedimentos e biota desta regido encontram-se contaminados
pelo metal, o que resulta em bioacumulagdo em peixes consumidos por comunidades
ribeirinhas (MARINHO et al., 2013; HACON et al., 2008).

A exposicdo ocupacional ao Hg mostrou-se, na Amazoénia dos anos 80, a principal
fonte contaminante para as pessoas desta regido. No entanto, ha evidéncias de que a
formacdo rochosa do local atraves de acumulagéo na escala de tempo geoldgico também
pode ser significativa na concentracdo de Hg (NEVADO et al., 2010; WASSERMAN et
al., 2007). A concentracdo de Hg medida em cabelos da populacdo mostrou que criancgas
de comunidades ribeirinhas sdo mais vulneraveis a exposicao cronica pelo consumo de
MeHg em peixes (MARINHO et al., 2013).

A complexidade do sistema amazbdnico e o conhecimento limitado do ciclo
biogeoguimico deste metal em florestas tropicais explicam as dificuldades enfrentadas
pela comunidade cientifica na avaliacdo dos impactos da contaminacdo por Hg na

Amazonia, 0 que gera problemas para a populacdo local, constantemente exposta ao
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metal e as consequencias negativas causadas a sua saude (HACON et al., 2008;
WASSERMAN et al., 2007).

2.1.3 MeHg: absorc¢ao, metabolismo e excrecéo

Metais metilados exibem uma maior mobilidade, levando assim a um transporte
mais eficiente de metal dentro do corpo e, em particular, abrindo chances para
penetragdo das barreiras de membrana (barreira hemato-encefalica, barreira
transplacentaria) (CAVE et al., 2013).

A contaminacdo por MeHg representa um desafio especial para a saude publica,
visto que ¢ um metal toxico presente em peixes e frutos do mar, fontes alimentares
vitais e de relevancia cultural de muitas comunidades em todo o mundo (GONZALEZ-
ESTECHA et al., 2014; MERGLER et al., 2007).

O MeHg na carne do peixe esta ligado a proteinas e aminoacidos livres,
componentes dos tecidos musculares que ndo sao removidos nos processos de
cozimento e limpeza da carne. Cerca de 95% do MeHg ingerido pelo homem € oriundo
da ingestédo do pescado (GOLDMAN; SHANNON, 2001). No entanto, 0 consumo de
outras fontes alimentares também pode prover contaminagdo, como carne de animais
terrestres (aves e porcos), bem como de determinadas plantacGes provenientes de solo
contaminado. (MERGLER et al., 2007).

A absorcdo do MeHg ocorre no trato gastro-intestinal (TGI) e a distribuicdo em
todos os tecidos acontece em torno de 30h, sendo 10% absorvido pelo cérebro e 5%
permanecendo no plasma. Nos eritrocitos, a concentracdo chega a ser até 20 vezes
maior do que no plasma (GOLDMAN; SHANNON, 2001; CASARRETT e DOULL'’S,
2008).

O MeHg liga-se a moléculas contendo grupos tiol, como a cisteina e conseguem
atravessar a barreira hemato-encefalica através de transportadores de aminoacidos. Pode
também acumular-se avidamente no cabelo em concentra¢cBes proporcionais as do
sangue, podendo ser utilizado como indicador de exposicdo (CASARRETT e
DOULL’S, 2008).

Quanto a permanéncia deste metal no organismo humano, o MeHg apresenta
meia-vida de 50 a 70 dias (SKERFVING & COPPLESTONE, 1976). O Hg® inalado sob

a forma de vapor apresenta uma meia-vida de 35 a 90 dias enquanto 0s sais inorganicos
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de Hg possuem meia-vida no organismo de 37 dias e nas hemacias de 16 dias (GOYER,
1986).

A respeito do MeHg maior fracdo ingerida é excretada na urina (10%) e fezes
(90%) como um complexo glutationa-MeHg e 16% é excretado no leite materno
(COUNTER E BUCHANAN, 2004). Uma parte deste MeHg presente na bile pode
sofrer recirculacdo hepato-biliar, prolongando a meia-vida biolégica (alcancando 2
meses) desse composto no organismo, o que é dependente da dose de contaminagdo, do
tipo de animal e do sexo (COUNTER E BUCHANAN, 2004; DUTCZAK et al., 1991).

A eliminacdo do MeHg do organismo ocorre pelos rins, figado (via bile), mucosa
intestinal, glandulas sudoriparas e salivares, pele e leite materno, sendo as vias urinaria
e fecal as mais importantes. Embora a maior parte do MeHg absorvido seja eliminada
em cerca de 60 a 70 dias, tracos deste metal podem ser detectados no organismo por
meses ou anos pois deposita-se nos tecidos, demonstrando que o contato humano com

este metal constitui uma ameaga a satde (SWIFT, 1997).

2.1.4 Exposi¢cdo ao MeHg

A maioria do MeHg é incorporado na base da cadeia alimentar e assim apresenta
sério risco ambiental. Acumula-se na cadeia alimentar por um fenémeno denominado
bioamplificacdo, ou seja, a concentracdo do metal aumenta & medida em que ele alcanca
os niveis troficos sendo portanto, capaz de se manter por longos periodos nos tecidos do
organismo (BOERING, 2000).

Desta forma, o MeHg pode ser encontrado em peixes predadores do topo da
cadeia alimentar em concentracdes elevadas (0,546 pgHg por grama de peixe) e
culminar na dieta humana (MALM, 1998; PINHEIRO et al., 2003).

No que concerne ao estabelecimento de niveis seguros de exposicdo ao Hg, o
Comité de Especialistas em Alimentos e Aditivos da Organizacdo para Alimentosa
Agricultura da Organizacdo Mundial da Saude (Joint Food and Agriculture
Organization — F.A.O0./W.H.O. — W.H.O. Expert Commitee on Food Additives) propos
que substancias consideradas contaminantes alimentares, foram avaliados através do
estabelecimento do denominado “Consumo Semanal Toleravel Provisorio (CSTP)”
(Provisional Tolerble Weekly Intake). Para 0 Hg, o CSTP foi fixado em 0,3 mg/semana

de Hg total desde que ndo mais de 0,2 mg estejam sob a forma de MeHg, o que
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corresponderia as concentragdes de 5 pg Hg total/kg peso corpéreo e 3,3 ug MeHg/kg
de peso corporeo. Esta estimativa é baseada em uma alta entrada de Hg total pela dieta,
especificamente pelo consumo de peixe e seus produtos contendo altos niveis de MeHg.
Porém, quando a alta entrada de Hg total ocorrer por outros motivos, a estimativa
poderd ndo se aplicar, necessitando de uma analise especifica da situacdo. Quando a
ingestdo de Hg total na dieta exceder 0,3 mg por semana, € aconselhavel realizar
analises para MeHg (WHO, 2008).

Em uma pesquisa sobre nutricdo e salde, o National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES), nos Estados Unidos, avaliou os niveis de Hg no
sangue na populacdo desde 1999, para determinar os niveis de Hg total no sangue de
mulheres em idade fértil e de criancas com idade entre 1 e 5 anos. Os resultados

mostraram que o nivel médio de Hg no sangue de criangas foi de 0,3ug/L (CDC, 2009).

No Brasil, o estudo de Santos et al., (2007), cujo objetivo foi correlacionar a
concentracdo de Hg no sangue de 1.510 mées do Municipio de Itaituba, no Estado do
Para (Brasil) com a concentracdo de Hg no sangue do corddo umbilical dos seus 1.510
recém-nascidos, encontrou que a concentragdo no sangue das maes foi 11,53ug/L (0,38
- 117,62ug/L) e nos recém-nascidos foi de 16,68ug/L (0,350 - 126,87ug/L).

A legislacdo brasileira, por meio das Normas Regulamentadoras (NRs), do
Ministério do Trabalho e da Organizacdo Mundial de Salde e, através da Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT/NBR 10.004), estabelece como limite de
tolerancia biologica para o ser humano a taxa de 33mg/g de Hg por grama de creatinina
urinaria e 0,04mg/m?® de ar no ambiente de trabalho. O Hg ocupa lugar de destaque entre
as substancias mais perigosas relacionadas nessas normas (UNEP, 2013).

Em algumas &reas da regido amazonica, estimou-se uma ingestao diaria na ordem de
100pg de MeHg/dia, uma quantidade muito maior que o limite maximo recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2007). Apesar deste intenso processo de
ingestdo, nenhum caso claro de sintomas semelhantes aos observados nos individuos de
Minamata foi descrito na regido amazonica, contudo, Lebel et al., (1998), demonstraram
alteracbes neurolégicas em individuos que foram intoxicados com MeHg nesta regido,
sendo estas alteracdes proporcionais as concentracbes de MeHg presentes no cabelo dos
individuos (maior que 50ug/Kg).

A grande assimilacdo de Hg pelo homem ocorre por ingestdo principalmente de

pescado. A OMS (WHO, 2007) estabeleceu que o valor maximo de consumo humano
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admissivel é de 0,5ug de Hg por grama de peixe e para exposi¢oes a vapores o limite é
de 0,05mg de Hg/m®. Queiroz e colaboradores (1995) analisou amostras de peixes da
regido do garimpo de Grajau, no municipio de Vizeu, no Para, e os teores encontrados
variaram de < 0,014 a 0,279 ug/g para o0 MeHg e de < 0,011 a 0,29 ug/g para o Hg total,
todos inferiores ao limite estabelecido para consumo humano no Brasil. Amostras de
sete espéecies de peixes piscivoros, onivoros e herbivoros, de 12 localidades do rio
Madeira, Brasil, foram analisadas e os valores encontrados variaram de 0,41 a 6,66
nmol/g dependendo da espécie considerada (DOREA et al., 1998).

Pesquisa conduzida por Maurice-Bourgoin et al., (2000), em peixes da bacia do
rio Madeira, em area de mineracdo, mostrou que 0s peixes piscivoros da regido do rio
Beni apresentaram concentracao de 0,33 a 2,30 pg/g, enquanto nos onivoros e naqueles
que se alimentam de lama os teores variaram de 0,02 a 0,19 pg/g. O mercdrio
acumulado pelos peixes carnivoros encontrava-se principalmente na forma de MeHg e
representou 73 a 98% do total analisado.

Em estudos de Lacerda et al., (1994), observou-se que as concentragdes Hg total
em mausculo de 12 espécies de peixes coletadas na regido mineira de Carajas, no sul do
Para, estavam relacionadas com o tipo de peixe. Os carnivoros apresentavam
concentracbes de Hg maiores que os herbivoros e onivoros. Os peixes carnivoros
maiores apresentavam maior concentracdo que os menores. O MeHg correspondeu a
cerca de 91,7% do mercurio total nos peixes analisados, enquanto nos invertebrados
bentbnicos esse valor caiu para 50%. Estudos feitos para se conhecer a relagdo entre Hg
total e MeHg em musculo de peixes de lagos com acidez acentuada mostraram que 99%
do Hg encontravam-se na forma de MeHg.

Estudos na Bacia do Tapajés, onde o consumo de peixe é a principal fonte de
alimento diéria, os niveis de exposi¢do medidos em raiz do cabelo chegam a atingir um
valor até de 150ug de Hg por grama, quando feitas medi¢cGes em cabelos humanos. Os
niveis em que os primeiros sinais de contamina¢do mercurial, como alteragdes do
sistema visual e motor ocorrem em exposicdes acima de 50ug/g (MALM, 1998;
PINHEIRO et al., 2003; PASSOS e MERGLER, 2008).

2.1.5 Toxicidade do MeHg

Os compostos de Hg tanto organicos e inorganicos possuem diferentes perfis de

toxicidade causada que sofre influéncia tanto do tempo de exposicdo como da fase da
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vida em que ocorre, refletindo em diferentes efeitos na saude. A intoxicagdo por MeHg
pode ser de forma aguda ou crénica, por baixas ou altas doses do metal circulante no
organismo (SATOH, 2013; RICE et al 2014).

A intoxicacdo cronica por MeHg resulta frequentemente da exposicdo permanente
e por periodos prolongados a pequenas quantidades das formas do metal. Entre os
possiveis mecanismos de toxicidade encontram-se inativacdo de enzimas, proteinas
estruturais e processos de transporte ou alteracdo da permeabilidade da membrana
celular, estresse oxidativo nas células causando acumulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (STOHS & BAGCHI, 1995).

A elevada toxicidade do MeHg parece estar relacionada ao fato de possuir
afinidade aos grupos tiol das diversas enzimas celulares nos microssomas e na
mitocdndria, ligando-se covalentemente a eles e promovendo a interrupcdo do
metabolismo e da funcédo celular (STOHS & BAGCHI, 1995). O metal tambem pode se
ligar a outros grupos quimicos, embora com uma menor afinidade, como o fosforil
(PH), carboxil (COOH), amina (R-NH, amina priméaria) e amida (R-CO)NHz; (CUNHA,
2008).

A exposicdo ao MeHg pode ser associada com a inducdo de mais de 250
sintomas, 0 que acaba complicando um diagndstico preciso. O diagnoéstico diferencial
comeca a ser definido através da histdria de exposicdo do individuo ao metal. Os testes
laboratoriais incluem basicamente: analise de sangue, exame de urina, urinalise de 24h,
analise de cabelo, e se possivel a bidpsia de tecido (RICE et al., 2014).

Embora o Sistema Nervoso Central (SNC) seja o sistema mais gravemente
afetado pelo MeHg, a distribuicdo sistémica transitoria deste metal tem potencial para
causar sintomas em diferentes sistemas (SATOH, 2013; RICE et al., 2014) descritos a

sequir.

2.1.5.1 Efeitos celulares

A nivel celular, os danos da exposi¢do mercurial estdo associados com alteracGes
da permeabilidade da membrana, alteracdes estruturais de macromoléculas devido sua
afinidade com grupos sulfidrila e grupos tiol além de danos ao DNA. O MeHg também
induz o estresse oxidativo e disfuncdes mitocondriais que resultam em alteracdes da

homeostase de calcio e peroxidacao lipidica (RICE et al., 2014). O MeHg também pode
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aumentar os niveis de EROs devido a sua capacidade de atuar como catalisador para
reacdes do tipo fenton (PERAZA et al., 1998).

Os eventos que desencadeiam na toxicicidade celular do MeHg sdo dependentes
em grande parte das propriedades eletrofilicas do composto, que permitem a sua
interacdo com grupos nucleofilicos principalmente os tidis e os selendis. O MeHg pode
interromper a funcdo mitocondrial, visando a estrutura de proteinas contendo grupo tiol
especificas, incluindo complexos da cadeia respiratdria. O dano a esses complexos pode
contribuir para a despolarizacdo da membrana mitocondrial, geracdo de EROs
exacerbando a toxicidade do MeHg nos centros nucleofilicos e em outros
compartimentos subcelulares mitocdndriais, que conduz em um ciclo de morte celular
(DALLA CORTE, et al., 2013).

2.1.5.2 Efeitos cardiovasculares, hematol6gicos e pulmonares

O acumulo de MeHg no coracgédo pode contribuir para cardiomiopatia, dor no peito
ou angina, especialmente em individuos de meia idade (HAFFNER et al., 1991). Ha
também evidéncias correlacionando a contaminacdo por MeHg com distintos tipos de
anemia, atraves do mecanismo de competicdo com o ferro no grupo heme (PYSEL et
al., 2005).

Os efeitos no sistema respiratorio sdo pouco relacionados com a forma metilada
sendo mais decorrentes da contaminacdo sob a forma de vapor, cuja inalagdo pode
causar tremores, disturbios do sono e prejuizos nas habilidades cognitivas (KINJO et al.,
1996).

2.1.5.3 Efeitos no sistema digestivo e renal

O MeHg é absorvido através das células epiteliais da mucosa intestinal quando
ingerido e pode causar varios distdrbios digestivos, uma vez que pode inibir a producao
de tripsina, quimiotripsina e pepsinogénio (SUMMERS et al., 1993). Os efeitos podem
refletir em dor abdominal, indigestdo, doenca inflamatoria intestinal, diarreia, além da
destruicdo da flora intestinal (SUMMERS et al., 1998). Pode ainda causar danos nos
rins ocasionando diversas disfun¢des como sindrome nefrotica aguda, disfuncao tubular,

glomeruloesclerose e proteindria (MILLER et al., 2013).
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2.1.5.4 Efeitos no sistema imune

O MeHg age atraves da supressdo de adrenocorticoides e impede a producédo
normal de células polimorfonucleadas (neutréfilos) afetando também sua capacidade de
reconhecer substancias estranhas. Este metal produz uma resposta imune no sistema
nervoso central com possivel producdo de interferon gama e interleucina 2. Como
consequéncia ha uma suscetibilidade crénica a infec¢des sucessivas (SHENKER et al.,
1992).

2.1.5.5 Efeitos nos Sistemas Reprodutivos

O MeHg pode precipitar alteracdes fisiopatoldgicas ao longo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal e gonadal que pode afetar a fungdo reprodutiva, alterando os niveis
circulantes do horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH).

Pode ainda alterar os niveis de estrogénio e progesterona (ROWLAND et al., 1994).

Foi observada a reducdo da fertilidade em individuos que tiveram exposicdo
ocupacional ao MeHg e em estudo feito em Hong Kong foi demonstrada associagéo
entre exposicdo ao metal com infertilidade tanto em homens quanto em mulheres. Em
individuos do sexo masculino, 0 MeHg pode afetar a espermatogénese, diminuindo o
peso testicular e ainda pode estar relacionado com disfungéo erétil (SCHARAG et al.,
1985).

Em mulheres expostas ao MeHg, a alteracdo dos niveis de FSH e LH na hipdfise
anterior causam alteracBes na producdo de estrogénio e progesterona levando as
disfungdes ovarianas, ciclos mesntruais irregulares e/ou dolorosos, menopausa precoce

e sangramentos anormais (DAVIS et al., 2001).

2.1.5.6 Efeitos no sistema enddcrino

Os niveis de exposicdo ao MeHg, ainda que baixos, podem afetar o sistema
enddcrino por perturbagfes das funcgdes da tiredide, da hipofise, glandulas supra-renais
e pancreas. O mecanismo de toxicidade baseia-se na capacidade do metal em reduzir a
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ligacdo hormonio-receptor ou através da inibicdo de uma ou mais enzimas-chave
durante os processos de biossintese hormonal (MINOIA et al., 2009).

Os hormonios cuja sintese parece ser mais afetada pelo MeHg séo: insulina,
estrogénio, testosterona e adrenalina. Também pode afetar a degradacdo de
catecolaminas através da inativagdo de S-adenosil-metionina que pode causar 0 acumulo
de adrenalina além de hiperidrose, hipersalivacdo, taquicardia e hipertensdo (CLIFTON,
2007) No cortex da supra-renal, a exposicdo ao Hg pode ser associada a niveis

plasmaéticos reduzidos de corticoesterona (IAVICOLI et al., 2009).

2.1.5.7 Efeitos na gravidez, lactacdo e fetotoxicidade

Além da toxicidade nas funcbes reprodutivas, 0 MeHg também esta relacionado
com a toxicidade fetal, podendo causar abortamentos espontaneos, natimortos,
prematuridade e recém nascidos com baixo peso ao nascer. Além disso, 0 metal é
conhecido por causar defeitos no fechamento do tubo neural, malformacdes
craniofaciais, retardo do crescimento — tanto uterino quanto pos natal - dentre outras
manifestagdes no crescimento e desenvolvimento infantis (YOSHIDA, 2002).

O MeHg atravessa a barreira placentaria chegando ao feto e inibindo seu
crescimento cerebral causando futuro retardo psicomotor e paralisia no Gltimo trimestre
da gestacdo (CASTOLDI et al., 2001). O metal inibe o transporte transmembrana de
nutrientes incluindo o selénio. Em estudo feito com animais também foi demonstrado
que existe uma acumulacdo no tecido cerebral maior no feto do que no tecido cerebral
materno (MEACHAM et al., 2005).

2.1.5.8 Efeitos no Sistema Nervoso

As consequéncias da intoxicacdo no SNC sdo as mais agressivas. A contaminacao
na vida adulta traz prejuizos a saude tais como: ataxia, constricdo concéntrica do campo
visual, deficiéncia auditiva e sintomas do trato extrapiramidal (SATOH et al., 2013;
WHO, 2007). Ja na vida fetal os sintomas aparentemente sdo mais graves, visto que
comprometem o desenvolvimento do sistema nervoso. As mais comuns sdo descritas na
Doenca de Minamata: retardo mental, ataxia cerebelar, reflexo primitivo, disartria,
apreensdo e sinais piramidais, danos os quais podem permanecer por toda a vida. Apos

varios anos depois do acidente de Minamata no Japdo, ainda é possivel observar a
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deteriorizacdo psicomotora e deficiéncias neurologicas entre idosos ex-trabalhadores
(SATOH et al., 2013; WHO, 2007).

Os efeitos do MeHg no SNC evidenciados pela Doenca de Minamata mostram
que os cérebros em desenvolvimento sdo mais afetados do que os adultos, devido a
prejuizos nos processos de formacdo de microtibulos, migracdo neuronal e divisGes
celulares. Quanto mais precoce a exposicdo do organismo ao MeHg, maior sera a
magnitude dos danos nos processos de neurogénese e organogénese (SAKAMOTO, et
al.,, 2013; SATOH et al.,, 2013; ASCHNER et al., 2007). Em estudo sobre a
contaminacdo na gestacdo, foi evidenciado que a concentracdo de MeHg é maior no
corddo umbilical do que na placenta, indicando maior toxicidade para a crianca
(SAKAMOTO, et al., 2013).

A apresentacdo clinica da intoxicacdo mercurial em criancas nascidas apds
contaminacdo em vida fetal assemelha-se ao quadro de paralisia cerebral grave, com
atrasos significativos de desenvolvimento, cegueira, surdez, permanéncia de reflexos
profundos e alteracdes de tonus muscular (WHO, 2007). As areas cerebrais mais
afetadas sdo aquelas responsaveis por: linguagem, atencdo e memdria, nogdo visual-
espacial e motora. Além desses comprometimentos, foi observado também em criangas
iraquianas: doenca mental, atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor e alteragOes
nas funcdes sensoriais (GONZALEZ-ESTECHA et al., 2014).

O efeito mais devastador do MeHg acumulado nos tecidos nervosos é a
interferéncia na producdo de energia que pode prejudicar 0s processos de
descontaminacdo celular causando morte ou disfuncdo celular cronica. O MeHg causa
problemas neuronais através do blogqueio do processo enzimatico da célula causando
estresse oxidativo que aumenta o dano aos tecidos nervosos. A nivel estrutural, podem
haver prejuizos a sintese de tubulina e actina, proteinas constituintes importantes na
estrutura celular e nos processos neuronais de desintoxicacdo (KAZANTZIS et al.,
2002).

A neuropatia sensorial primaria € uma forte caracteristica da intoxicacdo por
MeHg. A nivel de SNC ¢é capaz de adentrar através de dano na barreira
hematoenceféalica e os efeitos incluem: depressdo, paranoia, irritabilidade extrema,
alucinacdes, dificuldade de concentracdo, perda de memoria, tremores das méos, da
cabeca, de labios, lingua, mandibula e palpebras, perda de peso, baixa temperatura

corporal, sonoléncia, dores de cabeca, insonia e fadiga (WU et al., 1985).
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Outros efeitos sensoriais também ja foram descritos incluindo: cegueira,
retinopatia, neuropatia Otica, perda da audicdo e reducdo da capacidade olfativa e
gustativa (WU, et al., 1985). Ha& a hipotese de que a contaminacdo por MeHg possa
causar prejuizos comportamentais em relacionamentos sociais, fungdes de linguagem e
comunicacdo, sugestivos do quadro clinico das sindromes do espectro do autismo
(BHARDWAI et al., 2009; SOLT et al., 2010).

Muitos sdo os efeitos ja descritos do MeHg, o mecanismo molecular envolvido
nessa toxicidade bem como de outros metais pesados, esta também relacionado com a
producdo de estresse oxidativo, seja através da reducdo de defesas antioxidantes e/ou da
geracdo de EROs, (WANG et al, 2004) ocasionando danos em lipideos, proteinas e
DNA (GOERING et al, 2002).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

A geragdo de radicais livres trata-se de um processo continuo e fisioldgico,
importante para a homeostase. Durante 0s processos metabolicos, esses radicais atuam
como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reacdes bioguimicas. Sua
producéo, em proporcdes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio
da cadeia transportadora de elétrons; ativacdo de genes; e participacdo de mecanismos
de defesa durante o processo de infec¢do. Porém, a produgdo excessiva pode causar
danos por estresse oxidativo (SHAMI e MOREIRA, 2004, FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos culminou
no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo de
limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos
decorrentes (SHAMI e MOREIRA, 2004; BIANCHI e ANTUNES, 1999).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragdo excessiva
de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocédo desses. Tal processo
conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas func@es bioldgicas
e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo potencial contra
células e tecidos (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).
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A cronicidade do processo em questdo tem relevantes implicagfes sobre o
processo etiologico de numerosas enfermidades cronicas ndo transmissiveis, entre elas a
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (GREEN et
al., 2004).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas
mitocdndrias, membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem,
especialmente, ser favorecidos pelos ions ferro e cobre (KOURY e DONANGELDO,
2003). A mitocbndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte
geradora de radicais livres (GREEN et al, 2004).

Em condicGes fisioldgicas, os organismos aerébicos metabolizam 85% a 90% do
oxigénio (O2) consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons.
Os restantes 10% a 15% sdo utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases e,
ainda, por reacfes quimicas de oxidacgdo direta (SCHEINDER e OLIVEIRA, 2004).

Na mitocdndria, 0 O sofre reducdo tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de agua. A enzima catalisadora dessa reacdo é a citocromo
oxidase. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a referida enzima oxida
quatro moléculas de citocromo C removendo um elétron de cada uma delas. Esses
elétrons sdo adicionados ao O para formar agua. A acdo da citocromo oxidase controla
a geracdo de radicais livres, impedindo sua geracdo excessiva na mitocondria. No
entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados
para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais
livres (SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004; KOURY e DONANGELO, 2003; FERREIRA
e MATSUBARA, 1997).

Em face da redugédo univalente do O2 séo gerados os radicais superoxido (O2e),
hidroxila (OHe) e, ainda, peroxido de hidrogénio (H202). Esse processo se da mediante
reacOes especificas, catalisadas por enzimas e com a participacdo dos ions ferro e de
cobre. O H.0,, apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron
desemparelhado na sua ultima camada eletrbnica, € uma espécie com alto potencial
reativo. Por participar da reagdo de geracdo de OHe tem acdo deletéria potencial, uma
vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer
estrutura celular que se encontre proxima. Diferente dos radicais livres, o H2O2 tem vida
longa e é capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente

toxico para as celulas. Esta toxicidade pode ser aumentada em dez mil vezes pela
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presenca de ferro (SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004; FERREIRA e MATSUBARA,
1997)

Além da capacidade do Oz¢ em participar de reagdes de geragdo de OHe, pode
ainda, por meio da reagdo com o radical livre 6xido nitrico (NOe¢), gerar a espécie
reativa de nitrogénio, peroxinitrito (ONOQ), também potencialmente reativa (GREEN
et al., 2004).

Os ions ferro e cobre sdo muito ativos em reagdes de Oxido-reducdo, o que 0S
capacitam como potentes catalisadores das reacOes de geracdo de radicais livres. A
participacdo desses metais se da, especialmente, por meio das reacfes de Fenton e
Haber-Weiss. A primeira diz respeito a geragdo de radical OHe, por meio da reagdo do
H>O2 com os ions em questdo, ao passo que, na segunda, estes ions catalisam a reacao
entre 0 H20. e o radical Oze, a fim de gerar, da mesma forma, o radical OHe
(SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004; KOURY e DONAGELO, 2003).

2.2.1 Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais.
Tais acBes podem ser alcancadas por meio de diferentes mecanismos de acdo:
impedindo a formagdo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais (sistemas de
prevengdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o
reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo)
(KOURY e OLIVEIRA, 2004).

Didaticamente, esse sistema é dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. No
altimo caso, é constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que
podem ter origem enddgena ou dietética. Os antioxidantes sdo definidos como qualquer
substancia que, presente em menores concentracdes que as do substrato oxidavel, seja
capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Tais substancias podem
agir diretamente, neutralizando a acdo dos radicais livres e espécies ndo-radicais, ou
indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade
(HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).

2.2.1.1 Enzimatico
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O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Super6xido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de
mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou controlando a formagéo de radicais livres e
espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes em cadeia que culminam
com propagacdo e amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de
danos oxidativos (SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004; FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

As enzimas CAT e GPx agem com o mesmo propdésito, ou seja, o de impedir o
acumulo de peroxido de hidrogénio. Tal acdo integrada é de grande importancia, uma
vez que essa espécie reativa, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, mediante a
participagdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracdo do radical OHe, contra o qual
ndo ha sistema enzimatico de defesa (SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

O referido radical (OHe¢) vem sendo indicado como 0 de maior potencial reativo e
com extrema instabilidade (vida média de 10-9 segundos). Essas caracteristicas 0s
capacitam como o radical livre mais propicio na producéo de danos oxidativos. Além de
ser o principal iniciador do processo de peroxidacao lipidica, tendo como consequéncia
a alteragdo da funcdo bioldgica das membranas celulares, esse radical € capaz de agir
sobre as proteinas, alterando-as em relacdo a sua estrutura e/ou funcéo bioldgica. Seu
ataque ao DNA possibilita a ocorréncia de mutacGes e possiveis alteragdes importantes
no ciclo celular (WELCH et al, 2002).

Considerando a potencialidade do radical OHe e o fato da ndo existéncia de defesa
enzimatica especializada, é de extrema importancia a manutengéo do perfeito equilibrio
entre as enzimas antioxidantes, com o propodsito de promover a manutencdo da
integralidade celular. Assim, a GPx merece atencdo especial, uma vez que sua acao
depende da manutencdo do ciclo redox da glutationa, por meio do controle da relagéo
entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004;
ROVER et al., 2001; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A atividade das enzimas em questdo muitas vezes depende da participacdo de
cofatores enzimaéticos, especialmente antioxidantes de origem dietética. Tais cofatores
podem diferir de acordo com os compartimentos celulares de agdo das enzimas. A SOD
pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma, € dependente de cobre e zinco

(SOD-Cu/zn), enquanto na mitocondria, necessita do manganés como cofator (SOD-
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Mn). A GPx também existe sob duas formas: dependente e independente de selénio e

pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocondria (GREEN et al., 2004).

2.2.1.2 Quimico ou ndo-enzimatico

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui, especialmente, 0s compostos
antioxidantes de origem dietética, entre 0s quais se destacam: vitaminas, minerais e
compostos fendlicos. O acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e [B-caroteno,
precursores das vitaminas E e A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos
potencialmente antioxidantes. Outros carotendides sem atividade de vitamina A, como
licopeno, luteina e zeaxantina, também o sdo. Entre os minerais destacam-se 0 zinco,
cobre, selénio e magnésio (PRASAD et al., 2007).

A instalacdo do estresse oxidativo se d& por meio de um desequilibrio entre os
fatores pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos primeiros. O sistema de defesa
antioxidante tem o objetivo primordial de manter o processo oxidativo dentro dos
limites fisioldgicos e passiveis de regulagdo, impedindo que os danos oxidativos se
amplifiquem, culminados em danos sistémicos irreparaveis. Os mecanismos de geracao
de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas mitocondrias, membranas celulares e no
citoplasma (PRASAD et al., 2007; SCHEIDER e OLIVEIRA, 2004).

2.3.1 Testes antioxidantes in vitro

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais
(RAMALHO, 2006)

Estes testes tém se tornado ferramentas usuais e extremamente necessérias na
selecdo inicial de substancias que possam ser utilizadas como farmacos, auxiliando os
pesquisadores na avaliacdo da atividade de substancias isoladas de produtos naturais,
bem como obtidas de fontes sintéticas. Além disso, estes métodos podem auxiliar na
escolha das espécies de planta para estudos quimicos e farmacoldgicos, bem como grau
de maturacdo, condicbes ambientais e comprovar a presenca de substancias
antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e bebidas, ressaltando a importancia
de uma dieta rica em vegetais (ALVES et al., 2010). Segundo Halliwell et al., (1992)
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um composto que exibe atividade antioxidante in vitro provavelmente exibira
atividade in vivo.
Para este estudo foi escolhido o método de avaliacéo in vitro do teste do radical

superoxido ou xantina oxidase.

2.3.1.1 Sequestro de radical superdxido - xantina oxidase

A producdo do anion superoxido (Oz¢1), uma espécie reativa de oxigénio, €
essencial para a defesa de organismos vivos e atua na transferéncia de sinais entre
células vivas. Entretanto, a superproducdo de O+ causa estresse oxidativo e esta
envolvida em diversas patologias como Doenca de Parkinson e degeneracdo macular
(BORDINEAUD et al., 2007; KAMO et al., 2004)

Xantina oxidase (XO) é a enzima responsavel pela transformacdo tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido Urico, tendo como consequéncia a
producdo de peroxido de hidrogénio e radical superoxido, por isso € considerada uma
das principais fontes bioldgicas de espécies reativas de oxigénio. Assim, € possivel que
a inibicdo deste processo enzimatico por compostos que exibem propriedades
antioxidante ou inibitéria da xantina oxidase possam ter uso terapéutico (DEW et al.,
2005; RAO et al., 2003).

A atividade de um grande numero de substancias pode ser medida em termos da
atividade sequestradora do radical superoxido ou atraves da inibicdo da acdo da xantina
oxidase. O O2+! pode ser gerado por distintos sistemas enzimaticos, entre eles a reagdo
catalisada pela enzima xantina oxidase, ou pelo sistema ndo enzimatico através da
reacdo de metassulfato de fenazina (PMS) com NADH e oxigénio molecular (ALVES et
al., 2010; RAO et al., 2003).

2.3.2 O MeHg como causador de estresse oxidativo

A toxicidade do MeHg parece estar associada também aos seus efeitos pro-
oxidantes e, consequentemente, a sua capacidade de contribuir para a geracdo de EROs,
como o radical hidroxil (OHe¢), o anion superéxido (O2¢) e 0 peroxido de hidrogénio
(H202) (BRANDAO et al., 2008).
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Além de promover o aumento da producdo de EROs, a exposicdo ao MeHg
também pode ocasionar alteracdes no sistema de defesa do organismo ao reduzir os
niveis enzimaticos das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), como também da glutationa
(GSH), contribuindo para o estresse oxidativo em variados tipos celulares de diferentes
tecidos (RIBAROV & BENOV, 1981).

Os varios mecanismos de toxicidade do MeHg no SNC dentre os quais a
formacdo de radicais livres, a peroxidacédo lipidica, alteracdes do célcio e homeostase
dos radicais sulfidrilo causam prejuizos as func¢Bes cerebrais, como por exemplo 0s
mecanismos envolvidos na memoria e aprendizado, e fun¢do motora (NASCIMENTO,
et al., 2008). As alteracBes causados por MeHg no SNC podem ocasionar problemas
relacionados ao comportamento animal. Regifes cerebrais, como por exemplo o
hipocampo podem ser afetadas. Dessa forma aprendizado e retengdo de memdria de

curta e longa duragdo podem ser afetados pela exposicdo ao MeHg.

2.4  MEMORIA E APRENDIZADO

Aprendizagem é o processo através do qual nos adquirimos conhecimento sobre 0
mundo. J& a memoria é o processo pelo qual o conhecimento é codificado, retido e
posteriormente, recuperado. A aprendizagem molda o comportamento, sendo esta uma
funcdo encefélica, onde qualquer disfuncdo da origem a distdrbios caracteristicos do
comportamento (LENT, 2002; KANDEL, 2000).

Memoria é a aquisicdo, a formacdo, a conservacdo e a evocacao de informacdes
(IZQUIERDO et al., 2002), esta ndo € estatica, isolada ou unica funcdo do cérebro; ela
pode ser mais bem descrita como uma complexa rede com diferentes fungdes inter-
relacionadas que trabalham juntas para gerenciar informacdes. Sendo definida como a
capacidade de um organismo alterar seu comportamento em decorréncia de experiéncias
prévias. Do ponto de vista fisioldgico, essa capacidade é resultado de modificagcdes na
circuitaria neural em funcdo da interacdo do individuo com o ambiente (LENT, 2002;
KANDEL, 2000).

A memoria pode ser de Curta Duracdo (operacional), baseada na atividade elétrica

dos neur6nios e, assim, suscetivel a interferéncias; ou de Longa Duracdo, representada
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por alteracBes estruturais dos neurdnios, particularmente nas sinapses com outros
neurdnios, podendo ser subdividida em explicita e implicita. A informacdo de como
realizar determinada tarefa se denominou memoria implicita (também chamada de nao-
declarativa), esta é recordada inconscientemente, a qual requer treinamento de
habilidades reflexas motoras ou perceptuais. Possui formas elementares de
aprendizagem: habituacdo, sensibilizacdo e condicionamento classico. Ja o
conhecimento factual de pessoas, lugares e coisas, € 0 que esses fatos significam, é
chamado de memdria explicita (ou declarativa). Esta é recordada por um esfor¢o
consciente, deliberado. O psicologo Endel Tulving idealizou que ela se dividiria em
dois ramos: a episoddica, a qual seria usada em casos de eventos e experiéncias pessoais;
e a semantica, uma memdoria para fatos. A memoria explicita, tanto a semantica quanto a
episddica, € resultado de no minimo quatro processos distintos, porém, relacionados
entre si: codificacdo, consolidacao, retencéo e acesso (IZQUIERDO et al., 2002).

A aplicabilidade dessa diferenca entre memdrias pode ser ressaltada analisando
um caso de uma pessoa com uma doenca neuroldgica. Quando esta pretende adquirir
uma nova habilidade, como por exemplo, andar de bicicleta, a aquisi¢do envolveria o
treinamento repetitivo e atingiria regides nervosas intactas. Assim, embora que a pessoa
adquira essa habilidade, ela ndo ¢ capaz de se recordar “que” ja a praticou. Ou seja, a
natureza da informagao “saber que” ¢ diferente da natureza da informagao sobre “saber
como” (HELENE e XAVIER, 2007). As memorias “saber como” sdo atualmente
denominadas memorias implicitas (0 que faz bastante sentido, pois é muito dificil
declarar como se anda de bicicleta), e “saber que” sdo denominadas memorias explicitas
(LENT, 2002).

Ha varios tipos de retencdo de memoria, e certas regides do encéfalo sdo muito
mais importantes para alguns tipos de retencdo que outros. O hipocampo (e outras
estruturas do lobo temporal medial) é fundamental para a reverberacdo da atividade
neural, que leva ao arquivamento de informacgdes sobre experiéncias vividas. Essa
reverberacdo seria essencial para o arquivamento das informagdes sobre “o que”
ocorreu, mas ndo sobre “como” desempenhar uma tarefa percepto-motora (LENT,
2002).

Dados obtidos através de estudos de imagem funcional (GOLBY et al., 2002)
apontam a participacdo do hipocampo no processamento de informagdes novas. Ao
comparar a intensidade de ativacdo hipocampal entre estimulos novos e estimulos

repetidos observa que a medida que o estimulo se torna familiar, a ativacdo do
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hipocampo diminui 0 que aponta a participagdo deste no processo de aprendizado. Os
estudos com animais demonstram a grande importancia do sistema hipocampal na
memoria espacial de roedores (EICHENBAUM, 2002).

2.4.1 Avaliacdo da memadria e comportamento em ratos

Em virtude da complexidade funcional do sistema nervoso, dos eventos
neurotoxicos de natureza mdltipla, da variabilidade e inacessibilidade dos sitios
celulares e ainda dos efeitos tardios das substancias tdxicas, 0s recursos para a avaliagdo
de efeitos neurotdxicos sdo limitados, nesse sentido o parametro neurocomportamental é
considerado importante. Muitos testes comportamentais sdo aplicados para avaliacdo de
alteracGes de funcdes cognitivas, como, por exemplo, aprendizagem e memdria
(MANZO, 1995; AMORIM, 2003).

Os testes de comportamento animal destinam-se a avaliacdo da neurotoxicidade
de compostos em laboratério. Ha um grande numero de métodos disponiveis para o
rastreio de comportamento e caracterizagdo dos efeitos neurotoxicos, sendo a avaliacéo
da atividade motora apropriada para a triagem inicial de neurotoxicidade. Embora os
métodos de avaliacdo da atividade motora constituam uma abordagem racional de
rastreio primeiro nivel, hd uma série de importantes funcGes, como a memdria, a
aprendizagem, a atencédo, 0 comportamento social e a resposta sensorial que também sdo
importantes nas metodologias de analises comportamentais (KULIG, 1996).

O efeito inibitorio do MeHg na locomogéo tem sido extensivamente reportado. De
acordo com diversos estudos experimentais, a exposi¢cdo ao MeHg esté relacionada a
déficits na locomocdo e coordenacdo motora (GIMENEZ-LLORT et al., 2001). Em
estudos prévios do nosso laboratério, camundongos adultos apresentaram danos
motores ap0s exposicao oral ao MeHg (DIETRICH et al., 2005). Um estudo realizado
por Franco e colaboradores (2006) mostrou que camundongos expostos ao MeHg no
periodo lactacional apresentaram significativo prejuizo motor (Teste do rotarod) e uma
reducdo da atividade locomotora (Teste do campo aberto)

Diversos estudos apontam para 0 MeHg como um poderoso agente neurotoxico,
que afeta principalmente as células do cerebelo (MURAKAMI, 1972; CHANG et al.,
1981), regido do cérebro responsavel por diversas atividades relacionadas ao equilibrio,
coordenacdo motora, manutencdo da postura e reacdes de endireitamento (GOWEN e

MIALL, 2007). Alguns estudos em roedores mostram danos ou desenvolvimento
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anormal do cerebelo apos tratamento com MeHg (CHANG et al., 1977; CHOI et al.,
1981).

Alguns trabalhos ja descreveram a importancia de se utilizar extratos de plantas
como alternativa para tratamento de disfungGes causadas pela toxicidade do MeHg
(LUCENA et al., 2007; FARINA et al.,2005; KUMAR et al., 2012; NWOKOCHA et al,
2011: ABDALLA et al., 2011; MOHAMED et al., 2014; EUDES FILHO, 2014;). Este
trabalho buscou investigar os efeitos de Plathymenia reticulata enquanto extrato aquoso
mediante contaminacdo por MeHg através dos testes comportamentais Labirinto em Y,

Caixa Claro-escuro e Rota-rod e ainda pela dosagem de Hg nos 6rgaos dos animais.

2.5 PLATHYMENIA RETICULATA

2.5.1 Caracteristicas gerais

O género Plathymenia foi descrito pela primeira vez por Betham em 1842, com
duas espécies observadas: Plathymenia reticulata Benth e Plathymenia foliosa Benth.
(FERNANDES, 2002). No entanto, segundo descricdo realizada por Lewis e Warwirc,
(2003) essas duas espécies foram consideradas sindnimas, sendo que na catalogacéo,
apenas a denominacao Plathymenia reticulada tornou-se reconhecida.

Plathymenia reticulata € uma espécie decidua, heliofita e seletiva xerdfita,
caracteristica de formacbes abertas de cerrado e de sua transicdo para as florestas.
(LORENZI, 1998). Conhecida popularmente como acende-candeia, pau-candeia,
vinhéatico do campo, pau-amarelo entre outras (FERNANDES et al., 2005; ALMEIDA
et al., 1998). P. reticulata é classificada como uma das espécies vegetais mais
importantes do Cerrado devido sua madeira de alta qualidade e potencial de utilizacdo
para recuperacdo de areas degradadas (FERNANDES et al.,, 2002; BRAGA et al.,
2007).

Essa espécie arbdrea € da familia leguminosae e da sub-familia mimosoideae,
tribo mimoseae. O género Plathymenia é exclusivo da América do Sul, sendo
caracteristica do cerraddo e cerrado. A planta se adapta a terrenos pobres, em campo

apresenta um crescimento satisfatorio de 4,4 metros de altura (ALMEIDA et al., 1998).
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A arvore de P. reticulata floresce entre 0s meses de dezembro a janeiro e seus
frutos ficam maduros entre julho e agosto. E uma arvore que chega até 12 metros de
altura com tronco de 30-50cm de didmetro, retilineo e amarelado. As folhas séo
compostas, bipinadas. A madeira é leve, facil de trabalhar e com alta resisténcia aos
organismos Xxil6fagos. Apresenta dispersdo irregular e descontinua, ocorrendo em
densidades moderadas em determinadas &reas e ausente em outras. Ocorre
preferencialmente em terras altas e com drenagem (LORENZI, 1998).

E também uma arvore ornamental, empregada em paisagismo e marcenaria e
empregada na construgdo civil na confeccdo de lambris, rodapés, batentes de portas,
esquadrias dentre outras pecas (LORENZI, 1998). A casca do tronco fornece tinta
amarela para ser usada em tinturaria, suas flores e frutos compdem arranjos
denominados "flores do planalto™ (ALMEIDA et al., 1998) (Figura 1).

Segundo o Instituto Brasileiro de Pesquisas Agropecuarias — EMBRAPA, P.
reticulata possui distribuicdo heterogénea tanto nacionalmente, em quinze estados
(Distrito Federal, Espitito Santo, Goias, Maranhdo, Mato-Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, S0 Paulo), quanto
internacionalmente, representada nos paises: Argentina, Bolivia e norte do Paraguai
(Figura 2).

P.reticulata € uma espécie de crescente interesse medicinal que apresenta uso
popular, principalmente no tratamento de doengas inflamatorias, infeccbes e
hemorragias. (SILVA, 2014). Estudos anteriores abordam as atribui¢cbes do extrato
obtido da casca da planta nas atividades antibotrépica (SILVA, 2014; MOURA et al,
2013; FARRAPO et al, 2011; DELLA TORRE et al., 2011) e antimicrobiana in vitro
(FERNANDES et al., 2005; TOLEDO et al., 2011).

No municipio de Santarém, P. reticulata foi a espécie mais citada por moradores
de comunidades do municipio como recurso no tratamento de inflamacdes, infeccdes e
na preparacdo de banhos de asseio (ASSUNCAO, 2011).



Figura 1: Arvore de Plathymenia reticulata. Fonte: Anzai et al, 2014
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Figura 2: Distribuicdo da ocorréncia natural de P. reticulata no Brasil.
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2.5.2 Composic¢do quimica de P. reticulata

A composigdo quimica da espécie (casca e madeira) indica que seu contetdo
quimico origina-se do mecanismo geral de todos os metabdlitos dos vegetais. A
constituicdo inclui: flavonoides (FERNANDES et al., 2005), terpenos (LEAL et al.,
2003) taninos e acidos fendlicos (FARRAPO et al., 2011; MOURA et al , 2013),
antocianinas e saponinas (ASSUNCAO, 2013).

2.2.2.1 Flavonoides

Os flavondides sdo substancias distribuidas na natureza importantes pelo efeitos
bioldgicos de atividade antimicrobiana e efeito benéfico no sistema cardiovascular
(MARTINI et al., 2004; FERNANDES et al., 2005).

Os flavondides sdo compostos fendlicos, cuja sintese ndo ocorre em seres
humanos. A maioria dos representantes desta classe possui 15 a&tomos de carbono em
seu nacleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés
carbonos (FERNANDES et al., 2005; SIMOES et al., 2007). Nas plantas apresentam-se,
frequentemente, oxigenados e um grande nimero ocorre conjugado com agucares, com
ampla variagdo em sua estrutura. Nos vegetais, esses compostos aromaticos
desempenham o papel de bloqueadores da radiagdo ultra-violeta, além de atuar na
pigmentacao das espécies (SIMOES et al., 2007).

Em humanos e animais, os flavonoides apresentam efeitos potenciais como
antioxidantes, anti-inflamatérios, protetores cardiacos, analgésicos, antialérgicos,
antitumorais, antidiabéticos, cicatrizantes, entre outros (FERNANDES et al., 2005;
SIMOES et al., 2007).

2.2.2.2 Taninos

Os taninos sdo considerados uns dos produtos naturais mais importantes das
plantas. Possuem peso molecular entre 500 e 3000 daltons, sdo sollveis em &gua e

consistem em polifendis caracterizados pela capacidade de formarem complexos com
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macromoléculas, como protéinas e alcaloides (SHAHAT & MARZOUK, 2013). A
capacidade de precipitacdo de proteinas caracteriza o sabor adstringente dos taninos,
sendo essa propriedade relevante para a protecdo dos vegetais frente aos ataques de
patdgenos e herbivoros (MADHAN et al., 2005).

Os taninos sdo substancias fendlicas e hidrossollveis, capazes de inibir o
desenvolvimento de insetos, fungos e bactérias (FERNANDES et al., 2002). Séo
compostos facilmente oxidaveis, tanto por meio de enzimas vegetais especificas quanto
por influéncia de metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona o escurecimento de suas
solucdes (MONTEIRO et al., 2005).

Além de serem substancias diretamente envolvidas na adequacéao da planta em seu
meio, 0s taninos também apresentam atividades bioldgicas, tais como: atividades
antioxidantes, gastroprotetora, anti-inflamatorias, antialérgicas, anti-hipertensiva e
antimicrobiana (ROMANI et al., 2006).

Na medicina popular, plantas ricas em taninos sdo empregadas no tratamento de
diarréia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas
estomacais e processos inflamatérios (ASSUNCAO, 2013). Os taninos podem ainda
apresentar atividade anticarcinogénica (CHUNG et al., 1998) e atuar como inibidores de
transcriptase reversa em HIV e como captadores de radicais livres, demonstrando
importancia no potencial antioxidante (MONTEIRO et al., 2005).

Simoes et al., (2007) atribuiu as atividades farmacologicas dos taninos a trés
acOes: complexacdo com macromoléculas, complexacdo com ions metalicos e atividade

antioxidante.

2.2.2.3 Antocianinas

As antocianinas consistem em pigmentos naturais dos vegetais pertencentes ao
grupo dos flavondides e tém funcdo de atrair polinizadores e dispersores de sementes e
proteger os tecidos vegetais (EIBOND et al., 2004). H& um crescente interesse no uso
de antocianinas em diversos segmentos, tais como a industria alimenticia, farmacéutica
e cosmética, sendo apresentados muitos beneficios na medicina tradicional em virtude
de suas atividades bioldgicas, que incluem a atividade antioxidante, anti-inflamatoria,

inibicdo do LDL, diminuicdo dos riscos vasculares e cancer (CHANG et al., 2006;
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CHEN et al., 2006; TOUFEKTSIAN et al., 2008; GARCIA-ALONSO et al., 2009; XIA
et al., 2009).

2.2.2.4 Saponinas

As saponinas consistem em glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos
que apresentam parte de sua estrutura com carater lipofilico (triterpeno ou esterdide) e
outra hidrofilica (aguUcares), sendo essa caracteristica estrutural responsavel pela
propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua e suas acOes detergentes e
emulsificantes (SCHENKEL et al., 2001).

As acles bioldgicas variadas das saponinas estdo relacionadas com o
comportamento anfifilico e a capacidade de formar com complexos esteroides, proteinas
e fosfolipideos de membranas que podem levar a mudangas na permeabilidade ou até
mesmo levar a destruicdo celular, sendo as atividades hemoliticas, ictiotoxica e
molusquicida estdo relacionadas com esta acdo sobre as membranas (SCHENKEL et al.,
2001). Esses compostos sdo importantes para a agdo de drogas vegetais, destacando-se 0
uso tradicional como expectorantes e diuréticas (SIEDENTOPP, 2008).

Considerando a importante participacdo de EROs na toxicidade induzida por Hg
e a conhecida capacidade antioxidante de compostos de plantas, inclusive 0s
flavondides, o objetivo deste estudo foi investigar os possiveis efeitos protetores do
extrato aquoso da planta P. reticulata contra a toxicidade induzida por MeHg em ratos.
Estudos que busquem elucidar mecanismos de protecao a intoxicacéo por este metal séo
de grande importancia, especialmente para a regido amazonica onde a populagdo é
frequentemente exposta ao MeHg através da dieta rica no consumo de peixes. A
exposicao de niveis abaixo dos permissiveis porém de forma continua ainda ndo possui
evidéncias bem elucidadas na literatura, porém, é conhecido que a exposi¢do cronica
traz consequéncias a diversos sistemas ja descritos acima. Neste sentido, a ingestdo do
extrato aquoso de P. reticulata pode contribuir para a reducdo de possiveis efeitos

deletérios da contaminacéo pelo MeHg.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar o efeito do extrato aquoso de P. reticulata na toxicidade induzida por

MeHg em ratos.

Objetivos especificos:

Avaliar o efeito do extrato aquoso de P. reticulata sobre a memoria e

aprendizagem em ratos contaminados com MeHg;

Avaliar a concentragdo de Hg total acumulada em figado, rins, cérebro e cerebelo

pré e pods tratamento com P. reticulata;

Avaliar in vitro a capacidade antioxidante do extrato aquoso de P. reticulata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.3  Animais

Neste trabalho foram utilizados um total de 48 animais, subdivididos em 8
grupos experimentais de 6 animais cada. Foram selecionados ratos albinos da espécie
Rattus novergicus, linhagem Wistar, fornecidos pelo Biotério do Laboratorio de
Bioprospecgdo e Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para -
Labbex.

Foram utilizados ratos cujo peso variou entre 150 e 250g ao serem administrados
com MeHg. Os animais foram colocados em gaiolas de polipropileno e mantidos em
condicBes de laboratério a 22°C + 2, com ciclo de 12h claro/ 12h escuro, tendo livre
acesso a agua e ragdo. Foram realizados experimentos, como a administracdo do MeHg
e do extrato aquoso da P. reticulata e, posteriormente a este periodo, foram executados
testes experimentais, eutanasia e coleta de material bioldgico para analises.

Todos os procedimentos obedeceram aos principios éticos da manipulacéo
animal, de acordo com as normas e principios do uso de animais de experimentacdo em
pesquisa da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (COBEA) e
com aprovacdo fornecida pelo Comité de Etica para utilizacdo de animais de
experimentagdo da Universidade Federal do Oeste do Para conforme o protocolo n°
03002/2015.

4.4  Preparo da solucdo de MeHg

A solugcdo de MeHg foi preparada no Laboratério de Biologia Experimental e
Bioprospec¢do da Universidade Federal do Oeste do Pard. Foi feita uma solucdo de
cloreto de MeHg (SIGMA) preparada na concentracdo de 4mg/ml em agua destilada.
Para facilitar a diluicio do MeHg em &gua a solucdo foi agitada em vortex até

dissolucao total do MeHg.
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4.5 Extrato aquoso de P. reticulata

Cascas de P. reticulata foram coletadas em margo de 2012 nas proximidades da
comunidade Cucuruna, Santarém Para, Brasil (02°26" 53,9” S ¢ 54°47°05” O). Exsicatas
da espécie encontram-se depositadas no Herbario da Embrapa Amaz6nia
Oriental/Belém, sob o cddigo IAN: 185215.

As cascas foram desidratadas a 40 °C (Licit LC-E80, Revest Arc) e pulverizadas
em moinho de facas. O extrato aquoso foi preparado a partir de 50 g do p6 das cascas de
P. reticulata com 250 mL de 4gua destilada por 2 horas sob agitacdo constante de 1.250
rpm a 70°C = 5. O extrato obtido foi filtrado em papel filtro qualitativo (14 pm),
liofilizado (Liotop L 101, Liobras) e determinado como extrato aquoso de P. reticulata
(EAPY).

4.6  Grupos experimentais e administracdo de MeHg e P. reticulata

A administracdo do extrato aquoso, da solugcdo de MeHg e da &gua ocorreu por
gavagem conforme os grupos (n=6) abaixo.

v' Grupo 1: Agua

v' Grupo 2: P. reticulata 60mg/Kg

v Grupo 3: P. reticulata 120mg/Kg

v" Grupo 4: P. reticulata 240mg/Kg

v Grupo 5: P. reticulata 60mg/Kg + Metilmercudrio 4mg/Kg
v Grupo 6: P. reticulata 120mg/Kg + Metilmercurio 4mg/Kg
v" Grupo 7: P. reticulata 240mg/Kg + Metilmercudrio 4mg/Kg
v" Grupo 8: Metilmercurio 4mg/Kg.

Os animais receberam primeiramente a dose do extrato e ap6s 1h receberam
MeHog.

4.7  Analise da variacédo de massa corporal

Para andlise da variacdo de massa corporal, os animais foram pesados

diariamente, durante os 21 dias de tratamento. O ganho de peso dos animais foi



48

calculado semanalmente (nos dias 1, 7, 14 e 21). Os resultados foram expressos em

percentual de ganho. O dia 0 foi considerado como parédmetro do peso inicial.

4.8  Testes comportamentais

Apobs periodo de administracdo do extrato aquoso de P. reticulata e MeHg
conforme 0s grupos experimentais citados, foram aplicados os seguintes testes
comportamentais: Rota-Rod (Barra Giratdria), Caixa Claro-Escuro (Esquiva Passiva) e
Labirinto em Y. Para todos os testes foram mantidas condi¢des adequadas de luz,

temperatura e auséncia de ruido na sala de experimentos.

4.8.1 Teste do Labirintoem Y

Para a avaliacdo da memdria de curta duragdo em ratos, utilizou-se o teste do
labirinto Y, proposto por Montgomery (1958). O labirinto consiste em uma estrutura de
madeira, em formato de Y, com um braco com 34 cm de comprimento (A) e 0s outros
dois bracos iguais medindo 43 cm de comprimento (B e C), tendo todos os trés bracos
10 cm de largura e paredes com 34 cm de altura (Figura 3). Para realizacdo do teste,
tomou-se o bragco mais longo como ponto de partida dos animais, que foram deixados
livres para caminhar pelo labirinto durante 8min, registrando-se a sequéncia de entradas
nos bracos.

As informacdes foram analisadas para determinar o ndmero de entradas sem
repetices a cada triade que representava as entradas dos animais nos trés bracos. O sucesso
do teste foi indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle, indicando que os
animais podem se lembrar em qual braco eles entraram por ultimo. O resultado seré obtido
através da seguinte formula matematica (percentual de alternancia = n° de acertos/total de
entradas -2). Entre cada sessdo, o labirinto serd higienizado com uma solugdo de alcool a

20% e secado com toalhas de papel.
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Figura 3 — Dispositivo usado para o Teste do Labirinto em Y. Foto: Juliana.

4.8.2 Teste da Caixa Claro-Escuro

O Teste da Caixa Claro-Escuro é um modelo experimental de esquiva passiva
utilizado para a avaliagdo da memaria aversiva. A realizacdo deste teste tem o objetivo de
avaliar a memoria aversiva dos animais, baseado na averséo natural dos roedores a areas
iluminadas e no comportamento exploratorio habitual (DENOBLE et al. 1986).

A caixa é composta por uma arena em acrilico (46 x 27 x 30cm de altura) dividida em
dois compartimentos: o0 maior (31 x 27 x 30 cm) branco e iluminado diretamente por uma
lampada fluorescente (fria) de 20 W e o menor (15 x 27 x 30 cm) preto e dotado de tampa.
Os dois compartimentos sdo separados por uma placa de acrilico preta de 27 x 30cm (base X
altura) com uma abertura de 7,5 x 7,5cm localizada no centro, possuindo um fundo formado
por barras, ligadas a um dispositivo eletrénico para liberagdo de choque.

No primeiro dia de testes foi realizado um treinamento, onde cada animal foi
colocado individualmente no centro do compartimento claro. No momento em que ocorreu
a transicdo do compartimento claro para o escuro, definida como a passagem das quatro
patas do animal pela divisoria, o animal recebeu um choque de 2 mA, durante 2 s, para

demonstrar que 0 ambiente escuro ndo era seguro.
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A retencdo do aprendizado foi testada apds 24h, quando os animais foram colocados
no compartimento claro por um periodo maximo de 5 minutos e o tempo de laténcia para a
entrada no escuro foi registrado (os animais nesta fase ndo levardo choque), sendo avaliada

desta forma a meméria tardia dos animais.

(™ i |
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Figura 4 — Teste da Caixa Claro-escuro. Animal localizado no compartimento
claro do dispositivo. Foto: Ana Paula.

4.8.3 Teste da barra giratoria

O teste da barra giratdria (Rota-Rod) foi proposto por Dunham e Miya (1957),
sendo apropriado para detectar a acdo de agentes farmacoldgicos sobre a coordenacdo
motora dos animais. O aparelho de Rota-rod é constituido de uma barra giratéria, ndo
escorregadia, com 45 cm de altura, 54 de largura e 35 de comprimento; dividida em
quatro compartimentos iguais, sendo um aparelho motorizado, possuindo uma
velocidade regulavel em rotagdes por minuto (r.p.m.) (Figura 5).

Nesse teste utilizou-se o equipamento RotaRod (EFF 411 Insight ®) para avaliar
a coordenagdo motora dos animais. Para que ocorresse a habituacdo e aprendizado,
inicialmente foi realizado um treino com grupos que foi dividido em trés séries de dois
minutos com velocidade de 10r.p.m.. Ap6s 24h, na mesma velocidade de rotacdo, o
teste foi realizado registrando-se o tempo de permanéncia de cada animal sobre o

aparelho, por no maximo 2 minutos.
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Figura 5 — Teste da Barra Giratoria (Rota-Rod). Foto: Juliana.

4.9  Procedimentos de eutanasia e coleta de material biologico

Ap0s o periodo de administracdo do MeHg, dos extratos aquosos de P. reticulata
e de realizacdo de todos os testes comportamentais, 0s animais foram anestesiados para
realizacdo de coleta de sangue (seguindo as normas de experimentacdo cirdrgica em
animais da COBEA) e posterior retirada de figado, rins e encéfalo. As amostras de
sangue foram imediatamente centrifugadas para separacdo do soro e os 6rgdos foram
devidamente tratados e lavados com solucdo fisioldgica a 0,9%, sendo entdo

armazenados para posterior analise.

4.9.1 Coleta dos 6rgaos

Para determinacdo da concentracdo de Hg total, os animais foram eutanasiados
e, apos a coleta de sangue, realizou-se a lavagem dos 6rgaos com solugdo salina. O
cérebro, o figado e os rins foram retirados, acondicionados em frascos e mantidos sob

refrigeracdo a -2°C para conservacao e posterior analise.



52

4.9.2 Determinacéao do Hg total

Para analise de Hg total nos 6rgdos e no sangue dos animais, foi utilizado um
Espectrofotdmetro de Absorcdo Atémica disponivel comercialmente como Direct
Mercury Analyzer DMA-80 (Milestone Srl — Sorisole (BG), Italy).

Figura 6 — Equipamento utilizado para medidas de Hg. Foto: Juliana.

4.9.3 Teste de sequestro do radical superoxido

Neste trabalho, foi também realizada avaliacdo da atividade antioxidante in vitro
do extrato de P. reticulata através do Teste de Sequestro do radical superdxido
conforme o protocolo em Anexo |.

O teste inclui radicais superéxido na presenca de um indicador, o Nitroblue
tetrazolium (NBT), que fica azul quando é reduzido pelo radical superdéxido. A geracao
de radicais superdxido in vitro envolve oxidacdo do cofator NADH pelo cétion
metossulfato de fenazina (PMS), reduzindo o NBT oxidado até se obter o NBT de
coloracéo azul.

Quando os antioxidantes sdo adicionados ao meio de reacéo, eles competem com
NBT em reagir com o radical superdxido e assim exercer uma inibicdo competitiva pela
reducdo do NBT. Uma vez que os compostos de polifendis podem neutralizar o radical
superdxido, a extensdo da reducdo do NBT sera diminuida; por conseguinte, a
porcentagem de inibicdo da reducdo do NBT é uma medida eficaz de compostos de

potencial antioxidante testados.



53

Este teste foi realizado em trés etapas: preparo das solu¢Bes-tampéo, preparo das
solucdes reagentes e leitura das amostras.

As solucBes-tampdo foram preparadas adicionando-se fosfato de sddio
monobasico na propor¢do de 1mol/L para 100mL, em seguida foi diluida em 10 vezes
para que a concentracdo da solugéo se estabelecesse em 0,1 M. O mesmo foi feito para
se fazer uma solucdo de fosfato de sodio dibasico. Em seguida, as duas solugbes foram
misturadas na proporcao cada uma de 10mL para 90mL de agua destilada e a solucéo
foi colocada no aparelho medidor de pH mPA210 MS Tecnopon Instrumentacdo® para
gue se atingisse um pH de 7,4 e por fim armazenada em tubo falcon de 50mL.

As quatro solugdes reagentes foram preparadas nas seguintes proporgdes e
concentragdes: 1- 30,7mg de NBT e 10mL do tampéo de fosfato de sodio a 7,4 de pH; 2
- solucdo de NADH adicionada de 10mL do tampéo de fosfato de sddio a 7,4 de pH; 3 —
9,2mg de PMS em 40mL de tampdo de fosfato de sodio a 7,4 de pH (esta solugdo foi
protegida da luz, devido a Fenazina ser fotorreagente) e 4 — 0,019 de extrato de P.
reticulata diluido em 1mL do tampé&o de fosfato de sodio a 7,4 de pH.

De cada solucéo foi transferido 1mL para tubos de eppendorf para serem usados
nos testes e mantidos em recipiente com gelo.

Foi feita a dilui¢cdo da solucdo estoque do extrato de P. reticulata de Img/mL para
as concentracdes utilizadas no trabalho (5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL e 50 pg/mL) e
cada uma foi testada por vez.

As leituras foram feitas em espectrofotdometro a 560nm. Foi realizada uma
primeira leitura sem o extrato para medir a producdo do radical superoxido. A reacéo do
NBT com o radical superdéxido produz coloracdo azul, medido no espectofotémetro. Em
seguida, as solucdes foram adicionados 10uL de PMS e a partir de entdo foram
cronometrados e anotadas as absorbancias a cada 30 segundos por 5 minutos.

Ao final foram calculados os percentuais de inibicdo de cada concentragdo do

extrato de P. reticulata utilizados através da férmula:

% de |n|bigé0 = (AbSContr0|e - AbSamostra) /AbSContro|e) X 100
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A curva de calibracdo das concentragfes foi obtida por plotagem das
concentracOes padrdes do extrato aquoso de P. reticulata (x) e valores de absorbancia

(y), obtendo a seguinte equagao:

y =1,3127x + 31,484

4,10 Andlise estatistica

A avaliacdo dos resultados foi realizada por meio das médias e desvio padrédo
das médias. O teste de Tukey e a Andlise de Variancia (ANOVA) foram aplicados para
avaliar as diferencas entre as médias. Foram considerados como significativos valores

de p<0,05. Os dados foram analisados utilizando-se o GraphPad Prism 6®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final da administracdo de MeHg e P. reticulata conforme os grupos e doses, 0s
animais exibiram caracteristicas gerais de intoxicacdo por MeHg. Em torno da terceira
semana de administracdo (entre dias 14 e 21) os animais comecaram a apresentar
comportamento correspondente com ansiedade notado em pélos ericados (Figura 7),
aumento do numero de bolos fecais e agressividade ao manuseio nos grupos que
receberam MeHg e P. reticulata+tMeHg nas doses de 120 e 240mg/Kg. Essas
caracteristicas também foram observadas durante a aplicacdo dos testes
comportamentais. Verificou-se ainda nestes grupos, além da perda de peso, uma
diminuicdo da ingesta alimentar notada pelo numero de paletas de racdo encontradas
intactas nas gaiolas durante as reposicdes didrias de comida, comparadas aos outros
grupos.

A partir da terceira semana de administracdo, 0s animais dos grupos de MeHg e
de P. reticulata +MeHg de 120 e 240mg/Kg apresentaram um sinal denominado “hind
leg crossed” (patas trazeiras cruzadas: Figura 8) caracteristico da intoxicagdo cronica
por MeHg e descrito por outros autores (SAKAMOTO et al., 2004; SHIJEMATSU et
al., 2000; CHAKRABARTI e BAI, 2000).

Figura 7: Aspecto do animal durante teste comportamental. O animal
permaneceu por mais tempo parado e com os pélos ericados. Foi notado
maior numero de bolos fecais durante todos os testes comportamentais dos
grupos que receberam MeHg.( dose de 4mg/kg) e MeHg+P. reticulata
(doses: 120 e 240mg/kg)
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Figura 8: Hind leg crossed — patas traseiras cruzadas. Caracteristica da
intoxicacdo cronica por MeHg. Neste estudo, 0s animais apresentaram este sinal
apos a terceira semana de intoxicagdo nos grupos que receberam apenas MeHg
(dose: 4mg/kg) e nos grupos de tratamento com P. reticulata+MeHg (nas doses
de 120 e 240mg/Kg)

5.3 Avaliagdo do ganho de peso

Durante a administracdo ao longo dos 21 dias, notou-se perda de peso nos
animais tanto no grupo que recebeu apenas MeHg, quanto naqueles que 0 receberam
associado ao extrato aquoso de P.reticulata nas trés doses utilizadas. Os animais do
grupo de P. reticulata 60mg+MeHg, no entanto, tiveram uma perda menor de peso a
partir do 14°dia comparados com 0s outros grupos das doses de P.reticulata de 120 e
240mg+MeH (Figura 9).

As médias e desvios padrdao do percentual de ganho de peso ao inicio (dia 1) e ao
final (dia 21) do tratamento dos grupos foram, respectivamente: P. reticulata 60mg:
3,27 £3,4 e 48,52 + 17,1; P. reticulata 120mg: 10,86 + 3,74 € 6,80 £ 17,3; P. reticulata
240mg: 9,73 £ 2,8 e 57,58 £ 30,1; P.reticulata 60mg/kg+MeHg: -3,08 + 3,7 e 12,75 +
8,0; P.reticulata 120mg/kg+MeHg: 3,15 £ 0,7 e -16,67 + 10,3; P.reticulata
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240mg/kg+MeHg: 5,57 + 0,6 e -8,46 + 9,0; MeHg 4mg/kg: 8,62 + 3,1 e 32,64 £ 7,5;
Agua: 7,41 +2,2 58,20 + 13,2.

801
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# PR 60mg
601 -+ PR 120mg
0 “* PR 240 mg/kg
;8}_ an + PR 60mg+MeHg
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0
-20-

Figura 9 - Variacao de peso dos animais submetidos ao tratamento com MeHg (dose
4mg/kg)e extrato aquoso de P. reticulata (60, 120 e 240 mg/kg ) e MeHg+P.reticulata
(doses: 60, 120 e 240mg/kg) durante 21 dias. Os valores representam a média + erro
padréo.

Alteragdes de peso sao importantes indicadores de efeitos adversos das drogas e
de produtos quimicos em animais de laboratorio (AMENIA et al., 2014). Segundo Ezeja
et al. (2014), o comportamento geral dos animais e a avaliagdo do peso corporal
representam parametros criticos para a avaliacdo dos primeiros sinais de toxicidade.
Neste sentido, os resultados expressam que houve maior efeito de toxicidade nos grupos
do extrato aquoso de P. reticulata +MeHg, ainda que a dose de 60mg tenha apresentado
menor efeito toxico que as demais em relacdo ao ganho de peso.

A perda de peso dos animais em outras pesquisas que estudaram o efeito da
administracdo do MeHg foi um dado comumente encontrado (FLORA et al., 2008;
MAGOS e CLARKSON, 2006).
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5.4  Testes comportamentais

5.4.1 LabirintoemY

No labirinto em Y, a % de alternancia dos grupos Agua, MeHg, P.reticulata
60mg, P.reticulata 120mg, P.reticulata 240mg, P.reticulata 60mg+MeHg, P.reticulata
120mg+MeHg, P.reticulata 240mg+MeHg sdo em média de 65; 33; 62; 71; 62; 75; 41;
20% respectivamente. N&do foi observada diferenca estatistica significativa em

comparacao ao grupo controle (Figura 10).
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Figura 10 - Efeitos dos tratamentos no desempenho dos animais submetidos ao teste
do labirinto em Y ap6s tratamento com MeHg (dose 4mg/kg)e extrato aquoso de P.
reticulata (60, 120 e 240 mg/kg ) e MeHg+P.reticulata (doses: 60, 120 e 240mg/kg)
durante 21 dias expresso pelas medias de % de alternancia. Os valores representam a

média * erro padrao.

O labirinto em Y tem grande valor na avaliagdo da memdria espacial de curto
prazo. Tem sido demonstrado que animais com lesbes no cortex pré-frontal e no
hipocampo apresentam baixos percentuais de alternagfes espontéaneas (LALONDE,
2002). Além disso, alteracdes no sistema colinégico, como as induzidas por substancias

antagonistas da acelticolina, a exemplo da escopolamina, também causam reducéo
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significativa no percentual de alternancia dos animais submetidos ao teste do labirinto
emY (OH etal., 2013).

Percebeu-se que o grupo de P. reticulata de 60mg/Kg associada a administracdo
de MeHg manteve percentual de alternancia mais elevado em comparacdo as demais
doses, assemelhando-se ao grupo da Agua sugerindo melhor protecdo ao sistema

colinérgico.

5.4.2 Caixa claro-escuro

No teste da caixa claro-escuro, 0s animais dos grupos do extrato de P. reticulata,
P.reticulata 60mg+MeHg e Agua foram capazes de reter a informacdo de memoria
aversiva ao ambiente escuro, apresentando tempo de laténcia préximo a 300 segundos.
Porém, o tempo de laténcia dos animais dos grupos MeHg e P.reticulata+MeHg nas
doses de 120mg e 240mg sofreram queda, apresentando valores médios de 20 e 116
segundos, respectivamente. Em comparacdo com o grupo controle, esta diferenca foi

considerada estatisticamente significativa (p<0,05).

A amigdala cerebral é uma estrutura essencial para a formacdo e expressao do
medo condicionado, comportamento principalmente testado no Teste da Caixa claro-
escuro (MAREN, 2001; KIM E JUNG, 2006). QOutras estruturas encefalicas também
desempenham papel importante neste tipo de memdria, como o hipocampo e areas
associativas (THOMAS e EVERITT, 2001; PANG e LU, 2004).
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5.4.3 Barra giratoria (Rota-rod)

No teste da barra giratéria, ndo foram observadas diferencas significativas ao
comparar os demais grupos ao grupo controle. No entanto, observamos que 0s animais
tratados com MeHg tenderam a permanecer menos tempo sobre a barra giratoria, em
média de 65,75 para o grupo de P.reticulata+tMeHg. Os animais dos grupos de P.
reticulata+MeHg das respectivas doses de 120mg e 240mg ndo foram capazes de
permanecer na barra giratéria para a realizacdo do teste. Apenas a dose de 60mg/kg

apresentou atividade protetora sobre este teste de motricidade e equilibrio (Figura 12).
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Fintira 12 - Ffeitos da administrac3ao dos tratamentocs no de<embpenho dos animais
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Chuu et al., 2007 conduziu um estudo de avaliagdo da funcdo motora através do
Rota-rod e encontrou lesdes irreversiveis no grupo tratado com MeHg. Houve nos
animais deste trabalho déficits motores e do equilibrio semelhantes.

Segundo o mesmo autor Chuu et al.,, (2001) que ja havia descrito que a
intoxicacdo por MeHg em ratos em uma administragdo cronica, o desempenho dos
animais esta relacionado a toxicidade das células de Purkinje e do vermis cerebelares,
causando anormalidades do equilibrio.

O cerebelo é uma regido do encéfalo responsavel em grande parte pelo equilibrio
e coordenacdo motora, realizando importantes conexfes com o cortex frontal e pré-
frontal caracterizados como areas motoras primarias (LENT, 2001; MACHADO, 2013).
Os dados encontrados no teste do Rota-rod correspondem com lesdes cerebelares, visto

que os animais do grupo de MeHg apresentaram déficts importantes.

55  Anélise do Hg total
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Figura 13 - Concentracdo de Hg total (mg/Kg) em érgaos de ratos tratados (via oral)
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A Figura 13 mostra a que o Hg teve a capacidade de acumular-se nos 6rgdos dos
animais tratados, onde a maior concentracdo foi observada nos rins e figado. Em todos
0s orgdos, a dose de 60mg/kg de P. reticulata associada a administracdo do MeHg
mostrou efeito protetor mais eficaz que as demais doses.

Anélise em animais intoxicados com MeHg mostram que este composto exerce
maior neurotoxicidade nos sistemas motor e visual, sendo o cerebelo e a retina alvos
potenciais de acdo de MeHg (MOTTET et al., 1994; GOTO et al.,, 2001). Os
mecanismos celulares relacionados a estes fenébmenos neurotoxicos ainda ndo estdo bem
esclarecidos, no entanto, varios eventos celulares e moleculares sdo descritos a partir de
modelos experimentais de intoxicagdo com MeHg.

Em estudo conduzido por Agarwal et al., em 2009 foi também verificado um
acimulo maior de Hg em rins seguido do figado. Estes autores testaram a eficacia da
administracdo do Alfa-tocoferol (Vitamina E) associado ao MeHg em ratos, onde o0s
dados, semelhantemente a dose de P. reticulata 60mg+MeHg mostrou reducdo do
acumulo de Hg nestes 6rgaos.

Na determinacdo de concentracdo de Hg nos o6rgdos, Chu et al., (2007)
encontrou respectivamente maiores concentracGes do metal em rins, figado e cérebro,
concordantes com os resultados encontrados neste trabalho. Os resultados da dosagem
de cérebro e cerebelo também assemelham-se aos encontrados por Farina et al., (2005)
em que a dosagem deste metal foi maior em cerebelo. O efeito neurotdxico nesta regido
especifica do encéfalo ja havia sido descrito por Sakamoto et al., desde 1993 e estudos
subsequentes e mais recentes deste mesmo autor em 2005, 2013 confirmam a
neurotoxicidade do MeHg.

Outros estudos também buscaram avaliar a capacidade protetora de compostos
de origem vegetal na contaminacgdo por metais pesados. Nwokocha et al., (2011) avaliou
a eficacia de Garcinia kola sobre a hepatotoxicidade causada por MeHg, Cadmio e

Chumbo em ratos e concluiu que a admistracdo de Garcinia kola foi benéfica em
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diminuir o acumulo de Hg no figado dos ratos. Este composto vegetal é comum em
regides africanas e assim como P. reticulata possui taninos e estruturas moleculares
fenolicas em sua composicdo que segundo Monteiro et al (2005), Romani et al., (2006),
SimdQes et al., (2007) possui atividade antioxidante.

O estudo de Abdalla et al., (2011) também buscou descrever a atividade protetora
desta vez com o extrato vegetal, utilizando Syzygium cumini, planta rica em compostos
fenolicos, o qual reverteu os efeitos toxicos do MeHg em figados e rins, semelhante ao
efeito de P. reticulata. Mohamed et al., (2014) também conduziu experimentos
buscando descrever a capacidade protetora de berberine mediante a intoxicacdo

mercurial em ratos e obteve resultados satisfatérios com o uso deste extrato vegetal..

Outros trabalhos, também com plantas brasileiras que contém flavonoides na
composicgdo, testaram a eficicia contra a neurotoxicidade induzida por MeHg. Tanto
Farina et al., (2005) e Lucena et al., (2007) encontraram reducdo dos niveis de espécies

reativas de oxigénio em cortex cerebral e cerebelo.

5.4 Avaliacédo in vitro da atividade antioxidante

As concentragOes utilizadas neste teste de atividade antioxidante in vitro atraves
do Teste do radical superdxido mostraram, em ordem crescente, percentual de inibicdo
do radical superoxido, comprovando assim a capacidade antioxidante do extrato aquoso

de P.reticulata conforme a Tabela 2:

Tabela 2 — Concentragdes do extrato de P. reticulata e respectivos percentuais de
inibicdo do radical superoxido

Concentracéao %de Inibicéo
5 pug/mL 25,6%

10 pg/mL 50,92%

20 pg/mL 68%

50 pg/mL 93%
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O estabelecimento do estresse oxidativo em um organismo pode ser definido
como uma situacdo em que ha o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
e/ou reducdo das defesas antioxidantes enddgenas causando um desequilibrio entre as
duas forcas (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).

Neste trabalho buscou-se avaliar a capacidade da P. reticulata como antioxidante
mediante o estresse oxidativo causado pela contaminacdo mercurial, visto que, este
extrato vegetal é rico em flavondides e antocianinas que possuem atividade antioxidante
ja descrita por outros estudos. Dentre estes, muitos trabalhos tém utilizado flavonoides
na estratégia coadjuvante de amenizar os efeitos induzidos pelo MeHg em ratos.
(FARINA et al., 2005; LUCENA et al., 2007; FRANCO et al., 2010; BARCELOS et
al., 2011).

A SOD compde o sistema antioxidante endégeno e desempenha fungédo
determinante na dismutacdo do radical superoxido (O2) em perdéxido de hidrogénio
(H202). A SOD ¢ a mais abundante no organismo dentre as outras enzimas do sistema
enzimatico (PRASAD et al., 2007) . Neste sentido, dentre as muitas metodologias para
testes de funcdo antioxidante, o Teste do Radical super6xido mostrou-se mais viavel
para este estudo.

Substancias antioxidantes exdgenas auxiliam nos processos de neutralizacdo de
EROs e no estresse oxidativo causado pela intoxicacdo por Hg ja foram testados, como
comprova o estudo de Agarhal et al., (2010) cujo resultados mostraram que o alfa-
tocoferol (vitamina E) e o selénio sdo capazes de neutralizar essas espécies reativas.

Gaulejac et al., (1999) utilizaram este método para avaliar a atividade
sequestradora do radical superoxido em vinho tinto, e concluiram que esta atividade,
usualmente atribuida aos taninos procianidicos, esta também relacionada as antocianinas
presentes nesta bebida.

Cos et al. (1998) utilizaram esta metodologia para avaliar a atividade inibitdria de
flavonoides sobre os radicais superdxidos, concluindo que flavanonas, di-hidroflavonois
e flavanois ndo sdo capazes de inibir a acdo da enzima. No entanto, este autor descreve
que ha relacdo entre a disposi¢do de ligacGes entre as moléculas destes grupos e que um
dos fatores determinantes na acéao inibitdria é a planaridade destas moléculas, ou seja a
sua geometria espacial. A presenca de saturacdo de duplas ligacbes destruird a
conjugacdo e a coplanaridade da molécula e, consequentemente, interferird em sua

reacdo com 0s compostos do teste.
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Os resultados obtidos com o teste in vitro de P. reticulata estdo em acordo com 0s
dados descritos na literatura, os quais destacam como caracteristicas importantes para
acao antioxidante a presenca de flavonoides em todos os compostos estudados. P.
reticulata no teste de inibigcdo dos radicais superoxidos mostrou resultados satisfatorios
expostos na Tabela 2, crescentes em porcentagem de inibicdo do NBT a medida em que
a dose testada aumentou comprovando que ha acdo antioxidante no extrato da planta.

Ao compararmos esses dados, entretanto, com o0s resultados dos testes
comportamentais e as dosagens de Hg nos 6rgdos, notamos que quanto maior a dose
utilizada nos animais, maior foi a toxicidade. Isso se explica pelo fato de que neste
trabalho foi utilizado extrato contendo compostos totais de P. reticulata. Assim, ao se
aumentar a dose do extrato, é possivel que 0s niveis de outros compostos, que, em
concentracdo baixa ndo manifestavam toxicidade, tornaram-se toxicos e ainda

potencializados pela administracdo concomitante do MeHg.
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no trabalho permitem concluir que:

- P. reticulata apresentou capacidade protetora mediante a contaminagdo por
MeHg durante 21 dias de administracdo

- A dose de P. reticulata de 60mg/kg associada a administracdo de MeHg
apresentou efeito protetor

- E possivel concluir que doses abaixo de 60mg/Kg deverdo ser investigadas, e
doses acima de 60mg/Kg devem ser evitadas, pois potencializam o efeito do MeHg.

- O extrato de P. reticulata possui capacidade antioxidante comprovada pelo teste

in vitro de sequestro do radical superdxido.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo foram coerentes e complementares a outros
dados da literatura. Este é um estudo de relevancia mediante a presenca de MeHg na
regido amazonica e 0s inlmeros recursos naturais provenientes dessa regido com
potencial terapéutico a ser melhor descrito.

Este trabalho mostrou o efeito de P. reticulata frente a intoxicacdo induzida em
ratos por MeHg, podendo servir como terapia adjuvante ao tratamento de intoxicagao
mercurial. Contudo, é necessaria a realizagdo de mais estudos com fim de explicitar a
relacdo entre dose menor e os efeitos protetores com seus respectivos mecanismos de

acao.
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ANEXO |

Laboratério de Bioprospeccéo e Biologia Experimental — LabbBEx- UFOPA
Protocolo Teste de Atividade Anti-oxidante de Plathymenia reticulata

Prof Jean Paul

Preparo das soluc¢Bes-tampéo

- Preparar concentrado de Fosfato de sddio monobasico (ou di&cido) na proporcdo de 1 mol/L
para 100ml

- Fazer dilui¢do dos tampGes 10x

- Preparar 100mL a 0,1M

- Pipetar 10mL de fosfato de sddio dibasico e acrescentar 90mL de &gua destilada

- Pipetar 10mL de fosfato de s6dio monobésico e acrescentar 90mL de &gua destilada
- Misturar os tampdes de 0,1 mol

- Juntar 100mL de fosfato de sédio dibasico a 0,1mol e ajustar o pH a 7,4 com o fosfato
monobasico a 0,1M (usar o aparelho)

- Armazenar em tubo falcon de 50mL
Preparo das solucdes reagentes

- Pesar 30,7mg de nitroblue tetrazolium (NBT) e adicionar 10mL do tampéo fosfato de sédio a
7,4 de pH

- Pesar 0,1g de NADH e adicionar 10mL de fosfato de s6dio a 7,4 de pH

- Pesar 9,2mg de metasulfato de fenazina (0,0092g) em 40mL de tampéo fosfato de sédio a 7,4
de pH (proteger esta solucdo com papel aluminio, pois a fenazina é fotorreagente)

- Pesar 0,019 de extrato (liofilizado) de Plathymenia reticulata e diluir em 1mL do tampé&o

Obs: Centrifugar o extrato em velocidade maxima por 1 minuto; preparar uma caixa com gelo
para a solugdo de metassulfato de fenazina

- Transferir ImL dos reagentes para tubos de eppendorf para serem usados e manter no gelo

Leitura das amostras
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- Ler as amostras em espectrofotémetro a 260nm

- Fazer a diluicdo da solucdo estoque de extrato de P. reticulata que esta a 10mg/mL para
1mg/mL

- 900uL de tampdo e 100uL de extrato (diluicdo de 10x)

- Realizar a primeira leitura sem extrato para medir a producdo do radical superéxido (reacdo do
NBT com o radical superéxido produzindo coloracdo azul, o produto azul é que é medido no
espectrofotdmetro)

Diluicbes:

Para 2mL

- 1955uL do tampéo

- 40uL de NBT (distribuir o volume dentro do tampao)

- 40uL de NADH (distribuir dentro do tampéo — homogeneizar)

- Zerar NBT e NADH juntos porque séo de cor amarela
- Ap0s isso, adicionar 10uL de fenazina metasulfonato

Obs: no momento em que adicionar a fenazina, iniciar o crondémetro; a homogeneizagdo é
obrigatéria

A cada 30 segundos anotar a absorbancia
*ConcentracGes do extrato a serem testados
-0,125uL

- 0,250uL

- 0,5uL

Diluir novamente o estoque do estrato para uma diluicdo final de 100x para uma concentracao
final de 100puL

Para 0,5 — diluir 200x (10pL)

Adicionar: 40uL de NBT, 40uL de NADH e 10uL do extrato

Para o controle o extrato é substituido por 10uL de solucdo de fosfato

OBS: E importante intercalar um controle para zerar a cada diluicdo do extrato testada.

Cé|CU|O da % de IﬂlleéO % de InIbIQéO = (AbScontrole - AbSamostra) /AbScontroIeX 100





