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RESUMO 
 

A hipertensão é uma doença sistêmica que afeta grande parte da população mundial e seu 

desenvolvimento não tem um único fator relacionado a origem. Fatores ambientais como 

exposição a espécies de mercúrio podem ser um dos motivos que desencadeiam essa 

condição. Neste contexto, estudos apontam que a mitocôndria tem função central no 

desenvolvimento da hipertensão devido ao estresse oxidativo, o qual pode ser 

potencializado na presença do mercúrio. O timerosal (TM) é uma espécie orgânica de 

mercúrio presente em vacinas e formulações dermatológicas como conservante, que em 

meio aquoso pode liberar o etilmercúrio. Assim, devido à ausência de estudos que 

abordem os efeitos da contaminação por mercúrio na bioenergética mitocondrial de ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), decidimos então avaliar quais parâmetros poderiam 

variar expondo ratos SHR ao TM com ênfase na bioenergética mitocondrial de dois 

órgãos: fígado e cérebro. Os animais foram distribuídos em dois grupos; ambos foram 

tratados por 24 h com solução de TM na água (0,5 mg kg-1) ou solução aquosa salina 

(controle). A cadeia transportadora de elétrons (CTE) das mitocôndrias isoladas do fígado 

e do cérebro foram avaliadas usando um eletrodo de oxigênio. A integridade mitocondrial 

do fígado e cérebro foram analisadas por inchamento e potencial de membrana. O estresse 

oxidativo e nitrosativo mitocondrial foram analisados utilizando as sondas DCF (EROs 

não seletivo), amplex-red (H2O2) e DAF-FM (•NO). Além disto, foram quantificados 

também marcadores de estresse oxidativo como atividade de enzimas antioxidantes (SOD 

e CAT), conteúdo total grupos sulfidrilas (SH), malonaldeído (MDA), razão GSH/GSSG 

e teor de proteínas carboniladas (LPO). O projeto foi aprovado pelo CEUA/UFAL 

(23/2021). Os experimentos de respiração mitocondrial mostraram que usando o 

complexo I como substrato, o controle respiratório (CR) do grupo exposto ao TM 

apresentou uma diminuição de 40% para o fígado e 23% para o cérebro. No entanto, 

quando comparado ao grupo controle, nos estados de repouso e desacoplado para o 

fígado, houve desempenho superior do grupo controle em relação ao grupo tratado (65 e 

48%, respectivamente). Por outro lado, para o cérebro, esses resultados não 

demonstraram diferença significativa. Ao avaliar a integridade mitocondrial, potencial de 

membrana e inchamento, no fígado não encontramos diferenças entre os grupos. Na 

mesma linha, no fígado a geração de ROS totais e de •NO mitocondrial não apresentaram 

diferença estatística entre os grupos. A atividade da SOD no fígado demonstrou uma 

diminuição de 59% comparada ao grupo exposto com o grupo controle; por outro lado os 

demais marcadores não apresentaram diferença entre os grupos. No cérebro, não foram 

encontradas diferenças significativas na integridade mitocondrial (potencial de 

membrana e inchamento) entre os grupos, bem como também entre a geração 

mitocondrial de EROs e de •NO. Por outro lado, ainda no cérebro, a atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e CAT apresentaram um aumento de 100 e 83% para o grupo tratado, 

respectivamente, entretanto para outros marcadores de estresse como SH e MDA houve 

diminuição de 46 e 41%, respectivamente (tratados vs. controle). De forma geral, nossos 

achados sugerem que a exposição aguda ao TM contribui negativamente para os danos 

no estado redox e funcionalidade da mitocôndria sendo responsável pelo desacoplamento 

da CTE, o que pode ser uma das causas para a disfuncionalidade mitocondrial que venha 

a desencadear a hipertensão. 
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ABSTRACT 
 

Hypertension is a systemic disease that affects a large part of the world's population and 

its development does not have a single factor related to its origin. Environmental factors 

such as exposure to mercury species may be one of the reasons that trigger this condition. 

In this context, studies indicate that mitochondria play a central role in the development 

of hypertension due to oxidative stress, which can be enhanced in the presence of 

mercury. Thimerosal (TM) is an organic mercury species present in vaccines and 

dermatological formulations as a preservative, which in an aqueous medium can release 

ethylmercury. Thus, due to the lack of studies addressing the effects of mercury 

contamination on the mitochondrial bioenergetics of spontaneously hypertensive rats 

(SHR), we decided to evaluate which parameters could be varied by exposing SHR rats 

to TM with emphasis on the mitochondrial bioenergetics of two organs: liver and brain. 

The animals were divided into two groups; both were treated for 24 h with TM solution 

(0.5 mg kg-1) or aqueous saline solution (control). The electron transport chain (ETC) of 

isolated liver and brain mitochondria were evaluated using an oxygen electrode. Liver 

and brain mitochondrial integrity were analyzed by swelling and membrane potential. 

Mitochondrial oxidative and nitrosative stress were analyzed using DCF (non-selective 

ROS), amplex-red (H2O2) and DAF-FM (•NO) probes. In addition, oxidative stress 

markers such as antioxidant enzyme activity (SOD and CAT), total content of sulfhydryl 

groups (SH), malondialdehyde (MDA), GSH/GSSG ratio and carbonyl protein content 

(LPO) were also quantified. The project was approved by CEUA/UFAL (23/2021). 

Mitochondrial respiration experiments showed that using complex I as a substrate, the 

respiratory control (CR) of the group exposed to TM showed a decrease of 40% for the 

liver and 23% for the brain. However, when compared to the control group, in the resting 

and uncoupled states for the liver, there was a superior performance of the control group 

in relation to the treated group (65 and 48%, respectively). On the other hand, for the 

brain, these results showed no significant difference. When evaluating mitochondrial 

integrity, membrane potential and liver swelling, we found no differences between 

groups. In the same vein, in the liver, the generation of total ROS and mitochondrial •NO 

showed no statistical difference between groups. Liver SOD activity showed a 59% 

decrease compared to the exposed group compared to the control group; on the other 

hand, the other markers showed no difference between the groups. In the brain, no 

significant differences were found in mitochondrial integrity (membrane potential and 

swelling) between groups, as well as between mitochondrial generation of ROS and •NO. 

On the other hand, still in the brain, the activity of the antioxidant enzymes SOD and 

CAT showed an increase of 100 and 83% for the treated group, respectively, however for 

other stress markers such as SH and MDA there was a decrease of 46 and 41%, 

respectively. (treated vs. control). Overall, our findings suggest that acute exposure to 

TM negatively contributes to damage to the redox status and functionality of the 

mitochondria, being responsible for the ETC uncoupling, which may be one of the causes 

for the mitochondrial dysfunction that triggers hypertension.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Timerosal (TM) é um composto organomercúrico usado como conservante em 

dermocosméticos e vacinas desde 1930 (Humphrey et al., 2005). O teor de mercúrio 

corresponde a ~50% do TM em massa, sendo este elemento considerado um metal tóxico 

e bioacumulativo (Carneiro et al., 2014) causando vários problemas bem conhecidos nos 

sistemas biológicos, como, neurotoxicidade, danos nos rins (Bianchini et al., 2019; Choi 

et al., 2016), em proteínas do sangue (Sales et al., 2022), dentre outros. Sabemos que a 

contaminação por mercúrio tem correlação com diversas comorbidades, como diabetes, 

Alzheimer e doenças cardiovasculares como a hipertensão. Além do que, é capaz de 

sofrer reações de alquilação, na sua forma inorgânica, ou de desalquilação, na sua forma 

orgânica, assim, ocorrendo interconversão entre as espécies Hg2+, MeHg+ e EtHg+ 

(Barregard et al., 2011), as quais apresentam níveis de toxicidade diferentes sendo a sua 

forma orgânica metilada a mais danosa por conseguir atravessar a barreira 

hematoencefálica, por exemplo (Lohren et al., 2016). 

O Ministério da Saúde (2018) afirma que 24,7% da população que vive nas 

capitais brasileiras foram diagnosticadas com hipertensão e que a parte mais afetada da 

sociedade são indivíduos acima de 55 anos (Vigitel, 2018). Em vista desses dados e 

sabendo que até o presente momento o desenvolvimento dessa patologia não tem um 

único fator que seja considerado como "gatilho", variáveis ambientais podem 

desencadear tal condição, como, por exemplo, a exposição crônica a derivados de 

mercúrio, fator já comprovado em estudos com animais (Simões et al., 2019). Neste 

sentido, a mitocôndria é uma organela que está relacionada ao desenvolvimento de 

diversas patologias (Lahera et al., 2017). A mitocôndria é uma organela que desempenha 

diversos funções cruciais para a sobrevivência da maioria das células, sendo em última 

instância reguladora da morte celular, seja por necrose ou por apoptose. Contudo, é essa 

organela que em condições normais tem vulnerabilidade elevada a exposição de mercúrio 

e suas espécies (Nesci et al., 2016). Entretanto até o presente momento não existe nenhum 

estudo que tenha avaliado o efeito aditivo do mercúrio, e seus derivados, na hipertensão, 

tendo como parâmetro, estudos focando a bioenergética mitocondrial. 

Dessa forma, temos como objetivos avaliar os efeitos danosos da exposição ao 

TM explorando diferentes parâmetros da bioenergética mitocondrial e de processos 

relacionados ao estresse oxidativo em animais espontaneamente hipertensos (SHR). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Mitocôndria: estrutura e função  
 

A mitocôndria é uma organela presente na maioria das células animais e vegetais, 

essa organela é composta por duas membranas, uma externa e uma interna. A membrana 

externa é composta majoritariamente por lipídeos levando a uma maior permeabilidade e 

consequentemente a passagem das outras biomoléculas é facilitada. A membrana interna 

tem sua composição majoritária formada por proteínas e lipídeos como a cardiolipina, 

sendo assim, é menos permeável impedindo a passagem da maioria das biomoléculas que 

se deslocam de fora pra dentro da mitocôndria, dessa forma torna-se necessário o uso de 

alguns transportadores para realizar tal passagem (Nicholls & Ferguson, 2013). Esses 

transportadores são proteínas responsáveis pelo transporte ou troca de moléculas por 

membranas. As funções da mitocôndria são variadas, tendo papel em processos como o 

catabolismo das biomoléculas, com exceção dos carboidratos (citosol), morte celular e 

tem como sua função primordial a síntese de energia, neste caso, na forma de adenosina 

trifosfato (ATP). 

De forma geral, o principal objetivo do catabolismo das biomoléculas é a síntese 

de Acetil-CoA para alimentar o ciclo de Krebs, o qual se caracteriza por um processo que 

ocorre por meio de nove reações enzimáticas. Essa cadeia de reações tem como objetivo 

principal produzir as coenzimas reduzidas: nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida 

(NADH) e flavina adenina dinucleotídeo reduzida (FADH2) (Metzler, 2003). As 

coenzimas, na maioria dos casos, são transportadoras de grupos funcionais específicos, 

sendo assim, o NADH e o FADH2 são transportadoras de elétrons que se localizam como 

ligações com hidrogênio nas regiões demonstradas na Figura 1. 
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Figura 1. Representação estrutural do NADH e FADH2. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 6ª edição, 2014. 

 

Os elétrons transportados pelo NADH e FADH2 são usados pela Cadeia 

Transportadora de Elétrons (CTE) para a redução do oxigênio molecular (O2) em água 

(H2O) e acoplada a esse processo temos a ATP sintase, a enzima que acelera a síntese do 

ATP (Figura 2). A CTE está localizada na membrana interna da mitocôndria e é formada 

por quatro complexos proteicos chamados de NADH desidrogenase (complexo I), 

succinato desidrogenase (complexo II), citocromo c oxidorredutase (complexo III) e 

citocromo oxidase (complexo IV), temos ainda auxiliando no transporte desses elétrons 

um lipídeo contendo uma porção fenólica, denominada de ubiquinona e um peptídeo 

conhecido como citocromo c (Nelson & Cox, 2014). 

O funcionamento da CTE é descrito e explicado pela teoria quimiosmótica de 

Mitchell (Mitchell, 1979), na qual se explica como cada complexo reage em função dos 
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seus substratos, e que a partir dessas reações ocorre o bombeamento de prótons da matriz 

para o espaço intermembranar com a formação do potencial elétrico (ΔΨ) e químico 

(ΔpH) de membrana e como que esse potencial é convertido na força próton motriz usado 

pela mitocôndria para sintetizar ATP.  

 

Figura 2. Representação da cadeia transportadora de elétrons e ATP sintase. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 6ª edição, 2014. 

 

  

O complexo I é o maior dentre os complexos da CTE, possuindo 44 subunidades 

e um massa de 980 kDa (Figura 3), em sua estrutura além de ter suas subunidades 

proteicas, tal complexo possui grupos prostéticos que auxiliam no transporte dos elétrons, 

como, por exemplo, os centros de ferro e enxofre (Fe-S) e a Flavina Mononucleotídeo 

(FMN). Durante sua atividade, o complexo I transfere dois elétrons do NADH, que pode 

advir principalmente do ciclo de Krebs, e os usa para reduzir o FMN para sua forma 

FMNH2; a partir daí os elétrons são conduzidos pelos centros de Fe-S até a ubiquinona 

(UQ) oxidada, mas ao receber os elétrons é reduzida em ubiquinol (UQH2). À medida 

que ocorre a passagem dos elétrons pelos centros até a chegada no sítio de ligação da UQ, 

concomitantemente ocorre a transferência de quatro prótons (H+) para o espaço 

intermembranar, ou seja, a região entre as membranas externa e interna da mitocôndria. 

Esses H+ são provenientes da dissociação da água que ocorre na matriz mitocondrial 

(Nicholls & Ferguson 2013). Vale ressaltar que o que dirige os elétrons no sentido 

exposto é a diferença de potencial de redução (E) existente entre todos os componentes 

que compões a cadeia, em que se começa com um potencial negativo e é finalizado com 

um potencial positivo.  
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Figura 3. Transporte de elétrons pelo complexo I. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 6ª edição, 2014. 

 

O complexo II é o menor de todos os complexos da CTE com apenas quatro 

subunidades e um masaa molecular de 140 kDa (Figura 4). Esse complexo é o único 

compartilhado com o ciclo de Krebs e CTE. Apesar de ser uma proteína pequena, ela 

também possui alguns grupos prostéticos como os centros de Fe-S e uma flavina adenina 

dinucleotídeo oxidada (FAD), que são utilizadas com a mesma função do complexo I, ou 

seja, no transporte dos elétrons que nesse caso é decorrente do succinato – nessa reação 

o complexo capta os dois elétrons do succinato oxidando-o em fumarato e os direciona 

para a redução do FAD em FADH2, então o FADH2 transfere dois elétrons para os centros 

de Fe-S que transportam esses até a UQ que, por fim, é reduzida a UQH2 (Nicholls & 

Ferguson 2013). 

O UQH2 se desloca pela membrana até o complexo III (11 subunidades, 250 kDa) 

(Figura 4), no qual existe um ciclo dedicado à ubiquinona que é chamado de ciclo Q, 

onde o UQH2 se liga no sítio do complexo III, transfere um elétron para os seus grupos 

prostéticos (centro de Fe-S e porifinogênio coordenado ao Fe2+, heme) que transportam o 

elétron até o citocromo c, um peptídeo que faz a comunicação entre o complexo III e o 

IV na transferência de elétrons. À medida que essa transferência ocorre, o UQH2 doa um 

elétron ficando na sua forma radical semiquinona (•UQH) que se desloca para o final do 

complexo, em seguida um próximo radical •UQH  reage com o primeiro reduzindo ele a 
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UQH2 que pode ser reutilizada pelo complexo para reiniciar o ciclo – essa reação libera 

uma UQ livre que se desloca para o início da CTE e promove a transferência de mais 4 

H+ para o espaço intermembranar (Nicholls & Ferguson, 2013). 

Por fim, mas não menos importante, o complexo IV que possui 160 kDa de massa 

molecular e 13 subunidades (Figura 4), seu principal objetivo é utilizar os elétrons que 

são transferidos pelo citocromo c para reduzir o O2
 a H2O, esse processo é conhecido 

como respiração celular. Durante esse processo, a citrocomo oxidase transporta os 

elétrons da mesma forma que os demais complexos, porém diferentemente dos outros (I 

e III) ao invés de translocar 4 H+ ele transloca apenas 2 H+ (Nicholls & Ferguson 2013). 

Um fato histórico sobre tal complexo é que durante a segunda guerra mundial bombas de 

ácido cianídrico (HCN) foram utilizadas para matar soldados, tal efeito tóxico ocorre 

porque o íon cianeto (CN-) bloqueia o complexo IV e impede que ele consuma O2  (Stock 

& Lohs, 1997). Dessa forma, a mitocôndria tem a interrupção do bombeamento de 

prótons, o bloqueio na produção de ATP e por consequência há a morte do organismo. 

 

Figura 4. Transporte de elétrons pelo complexo II, III e IV. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 6ª edição, 2014. 
 

Os mecanismos de transporte de elétrons por esses grupos prostéticos foram 

descritos pelo cientista Henry Taube na década de 80 que divide o processo em três 

processos: esfera externa, esfera interna e mecanismo químico (Toma, 2015). Esfera 

externa ocorre quando os níveis de energia entre o doador de elétrons e o receptor de 

elétrons são ressonantes, ou seja, de mesma energia e com isso a transferência é favorável 

mantendo a composição química e mudando o estado de oxidação, tal processo é muito 

comum quando a enzima possui mais de um centro metálico no seu sítio ativo. Esfera 
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interna é comum quando possui moléculas com sistema π conjugados, como a UQ, por 

exemplo, pois os elétrons a serem recebidos por essas moléculas ocupam os orbitais 

moleculares de simetria π que estão vazios, formando uma ligação que normalmente seria 

com hidrogênio. No mecanismo químico, ocorre a transferência dos elétrons nos centros 

Fe-S porque nessa estrutura os elétrons recebidos são delocalizados em graus variados já 

que os átomos fazem papel de ponte com seus orbitais vazios que são capazes de doar e 

receber esses elétrons (Toma, 2015). 

Esses prótons que são transferidos para o espaço intermembranar são de extrema 

importância, uma vez que são responsáveis pela formação do potencial eletroquímico de 

membrana, que é de 150 a 200 mV. O potencial elétrico é gerado devido à diferença de 

carga, sendo um lado mais positivo, decorrendo do acúmulo de íons H+ no espaço 

intermembranar, e o outro lado mais negativo, devido ao acúmulo de íons hidroxilas (OH-

) na matriz mitocondrial. O potencial químico é a diferença de pH, sendo consequência 

desse acúmulo de OH- e H+, ou seja, para um meio estar mais básico na matriz (pH > 7,4) 

e mais ácido no espaço intermembranar (pH < 7,4), a variação de pH pode ser de ~ 0,75 

unidades (Mitchell 1979). Porém, esse estado de potencial formado não é favorável 

energeticamente e, por conta disso, os prótons retornam para a matriz utilizando apenas 

ATP sintase, entretanto, em casos específicos podem existir outros transportadores que 

também podem ser usados, como um grupo de proteínas desacopladoras (UCPs) 

(Nicholls & locke, 1984). 

A ATP sintase (Figura 5) é uma proteína com 2 subunidades (Fo e F1) e um massa 

molecular de 448,85 kDa, uma enzima que catalisa a formação de ATP. Entretanto, para 

que essa reação ocorra, os prótons do espaço intermembranar precisam retornar para a 

matriz passando por dentro de uma das subunidades da ATP sintase, a Fo, gerando uma 

força próton motriz que fornece energia cinética suficiente para girar a subunidade F1 e 

fundir uma adenosina difosfato (ADP) com uma molécula de fosfato inorgânico (Pi) 

liberando o ATP (Nelson & Cox, 2014). 
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Figura 5. Rotação da ATP sintase. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 6ª edição, 2014. 

 

A mitocôndria é a principal organela e a maior produtora de Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs) e isso acontece porque diversos fatores podem influenciar 

negativamente o funcionamento da CTE, como, por exemplo, íons de cálcio e fosfato 

inorgânico em excesso. Porém existem outros dois processos que podem ocorrer e que 

causam uma produção exacerbada de EROs. Um deles é o fluxo reverso de elétrons que 

ocorre quando a UQH2 transporta os elétrons do complexo II para o complexo I, 

favorecendo o “escape” desses elétrons para a síntese do ânion radical superóxido (O2
-•), 

a primeira espécie reativa de oxigênio formada. O outro evento e fonte geradora de EROs 

é a cinética reacional em que a CTE funciona, interferindo principalmente o complexo 

III, o qual torna-se o maior produtor de EROs de toda a cadeia, pois, no complexo III tem 

a formação de um radical (•UQH) e quando a CTE funciona de forma mais lenta gera um 

aumento na probabilidade desse radical reagir com o oxigênio molecular (O2), assim, 

formando o O2
-• na matriz mitocondrial. Entretanto, a produção fisiológica de EROs é 

benéfica (quando o escape dessas espécies é de 8 a 10%) porque está envolvida em 

processos de sinalização na mitocôndria e na célula, além de respostas imunológicas 

importantes (Mittler et al., 2016). Por outro lado, existem outras fontes de produção de 

EROs que se encontram no citosol, como, por exemplo, a NADPH oxidase, que é uma 

enzima produtora de O2
-•, ou a xantina oxidase, que produz peróxido de hidrogênio 

(H2O2).    
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O estresse oxidativo é uma condição caracterizada pelo desequilíbrio entre 

oxidantes (EROs) e antioxidantes, levando a uma interrupção na sinalização redox bem 

como no controle aos danos celulares (Sies et al., 2017). As EROs são moléculas 

derivadas de oxigênio que apresentam uma reatividade elevada e tempo de meia vida 

curto comparado as outras moléculas do meio biológico (Tabela 1), devido a isso, essas 

espécies são capazes de oxidar biomoléculas, como DNA, carboidratos, glutationa 

(GSH), lipídeos (R-COOH) e até proteínas, principalmente, nos seus resíduos de cisteínas 

reduzidas (R-SH). 
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Tabela 1. Propriedades e reatividade das EROs em geral (adaptado de Mittler et al., 2016). 

EROs t1/2 

Distância 

de 

migração 

Modo de ação Sítio de produção 
Sistema de 

eliminação 

Superóxido 

(O2
•-) 

1-4 µs 30 nm 
Reação com proteínas Fe-S, 

Dismutação para H2O2 

Apoplastos (RBOHs), 

cloroplastos, mitocôndria, 

peroxissomos, 

SOD, flavonóides, 

ascorbato. 

Radical 

Hidroxila 

(•OH) 

1 ns 1 nm 
Extremamente reativo com todas as biomoléculas incluindo DNA, RNA, lipídeos e 

proteínas 

Ferro e H2O2  

(reação de Fenton) 

Flavonóides, 

prolina, açúcares, 

ascorbato... 

Peróxido de 

Hidrogênio 

(H2O2) 

>1 ms >1 µm 
Reage com proteínas atacando os resíduos de cisteína e metionina, reage com o heme 

proteico, reage com DNA 

Peroxissomos, cloroplastos, 

mitocôndria, citosol, apoplastos 

APX, CAT, GPX, 

PER, PRX, 

ascorbato, 

glutationa… 

Oxigênio 

Singlete (1O2) 
1-4 µs 30 nm Oxida lipídeos, proteínas (resíduos de Trp, His, Met e Cys) e moléculas de G do DNA Membranas, cloroplastos, núcleo 

Carotenóides e α-

tocoferol 

Propriedades (t1/2, distância de migração), reatividade (modo de ação), formação (sítios de produção) e eliminação (sistemas de eliminação) de EROs em células 

vegetais e animais. Abreviaturas: APX, ascorbato peroxidase; CAT, catalase; GPX, glutationa peroxidase; PER, peroxidase; PRX, peroxiredoxina; RBOH, NADPH 

oxidase; SOD, superóxido dismutase, Trp, triptofano; His, histidina; Met, metionina; Cys, cisteína.  
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Entretanto, a mitocôndria conta com um dos mais potentes sistemas antioxidantes 

de toda a célula, pois, embora trate-se da principal produtora de EROs nas células, seu 

sistema antioxidante é composto por diversas biomoléculas capazes de neutralizar estas 

EROs por uma série de vias, como as enzimas antioxidantes. A primeira delas é a 

superóxido dismutase que realiza a dismutação do O2
-•  em H2O2, a SOD é uma enzima 

que possui 3 isoformas (SOD1, SOD2 e SOD3), cada uma delas ocupa uma região 

específica da célula sendo a SOD2  mitocondrial, e seu sítio ativo possui um manganês 

(Mn2+) como cofator coordenado a quatro histidinas e uma molécula de água. A catalase 

(CAT) age detoxificando o H2O2 , seu sítio ativo é composto por um grupo heme onde o 

átomo de ferro está com o estado de oxidação 3+ e a glutationa peroxidase (GPx, cujo 

sítio ativo é composto por selênio, Se2+) ambas capazes de reduzir o H2O2  em água, porém 

quando a GPx neutraliza o H2O2 sua atividade é perdida devido a oxidação do seu sítio 

ativo, entretanto, existe um outro sistema acoplado a essa enzima chamado de Sistema da 

Glutationa que serve para reduzir o sítio ativo da GPx e reconstituir a forma ativa da 

enzima (Facundo et al., 2007).  

O sistema da glutationa funciona como um ciclo utilizando duas glutationas 

reduzidas (GSH, um peptídeo formado por cisteína, glutamato e glicina) para reduzir a 

GPx na sua forma ativa gerando como subproduto o dissulfeto de glutationa ou a 

glutationa oxidada (GSSG); essa, por sua vez, é reduzida pela enzima glutationa redutase 

dependente de NADPH reconstituindo a forma reduzida da glutationa, GSH, concluindo 

o ciclo (Facundo et al., 2007) (Figura 6). Além do sistema da GPx também existe o 

sistema da tioredoxina (TRx) que funciona de forma similar. 
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Figura 6. Sistema antioxidante mitocondrial. Sendo malato (Mal), succinato (Succ), 

glutationa redutase (GR) e tioredoxina redutase (TR). 

 

Fonte: Facundo et al., 2007. 

 

Existem diversos estudos que comprovam o envolvimento da mitocôndria nas 

mais variadas doenças, como, por exemplo, doenças cardiovasculares (Assis et al., 2022), 

doenças neurodegenerativas (Park et al., 2021) e até câncer (Zong et al., 2016). O 

envolvimento em questão é proveniente por essa organela ser a maior produtora de EROs 

quando comparado aos demais sistemas celulares. Uma das teorias mais aceitas para o 

desenvolvimento de diabetes tipo 1, por exemplo, é o “burst oxidativo”, no qual ocorre 

uma produção acentuada de EROs levando  à morte das células β pancreáticas e 

extinguindo a produção de insulina no paciente acometido com tal patologia (Newsholme 

et al., 2007). Outra doença que tem essa característica de ser causada pela elevação de 

EROs é a aterosclerose, essa patologia é caracterizada pelo acúmulo de lipídeos na parede 

do endotélio, sendo decorrente de um processo que envolve a oxidação da lipoproteína 

de baixa densidade (oxiLDL) pelas EROs tornando-se uma estrutura não reconhecida 

pelo organismo, com isso, o sistema imune é ativado recrutando as células desse sistema, 
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como por exemplo os monócitos, esses são diferenciados em macrófagos que são 

responsáveis pela fagocitose desse oxiLDL formando células esponjosas que se alojam 

na parede dos vasos sanguíneos (Assis et al., 2022). 

Existe uma gama de doenças neurológicas que também sofrem influência do 

estresse oxidativo mitocondrial; começando com a doença de Alzheimer, uma doença 

neurodegenerativa que causa demência e comprometimento das funções cognitivas, onde 

Park e colaboradores (2021) relatam que pacientes acometidos com essa doença possuem 

grande quantidade de 4-hidroxinonenal (4-HNE) e malonaldeído (MDA), produtos da 

peroxidação lipídica, que nesse caso ocorre por vias mitocondriais devido ao aumento na 

produção do O2
-•. A doença de Parkinson, é outra patologia neurológica comum que afeta 

o movimento, possui perda de neurônios dopaminérgicos e formação de corpos de lewy, 

na qual o envolvimento mitocondrial está atrelado a vários processos fisiológicos, como 

o comprometimento da CTE, mutações no DNA mitocondrial e alterações na própria 

morfologia da organela (Subramaniam et al., 2013). Por fim, a esclerose lateral 

amiotrófica também é uma doença que tem o envolvimento mitocondrial e afeta 

principalmente os neurônios motores causando atrofia muscular, porém os dados sobre 

essa doença ainda são limitados, mas se sabe que uma das possíveis causas da morte 

celular é consequência da enzima superóxido dismutase mitocondrial que sofre mutação, 

forma um aduto com um canal presente na membrana externa da mitocôndria, o canal 

aniônico dependente de voltagem (VDAC), gerando disfunção mitocondrial como 

liberação do citocromo c, alteração na homeostase do cálcio e aumento na expressão de 

um fator pró-apoptótico, proteína X (BAX), levando à morte celular (Candelise et al., 

2022). 

 

2.2 Transição de Permeabilidade Mitocondrial 
 

 A mitocôndria possui diversos mecanismos que podem auxiliar na perda da sua 

integridade e funcionalidade, podendo levar à morte celular (Li et al., 2018). A transição 

de permeabilidade mitocondrial (TPM) é uma condição que ocorre na membrana interna 

de forma não seletiva caracterizada pela abertura de um poro decorrente de um acúmulo 

excessivo de íons cálcio (Ca2+). Essa abertura causa perda na funcionalidade da CTE bem 

como a entrada de moléculas de água gerando um inchamento da organela, perda no 

potencial de membrana e por consequência o rompimento da membrana interna liberando 

fatores de morte celular, como, por exemplo, o citocromo c (Kowaltowski et al., 2001). 
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 A abertura do poro envolve uma série de proteínas ou componentes proteicos que 

são influenciados por vários fatores (Figura 7). Uma das proteínas mais conhecidas que 

faz parte deste poro e que está na matriz mitocondrial é a ciclofilina D, que tem função 

catalítica e pertence a uma família de isomerases que estão vinculadas ao processo de 

enovelamento proteico (Haleckova et al., 2022). Outras duas proteínas envolvidas 

também na abertura do poro são o transportador de fosfato e o translocador de 

nucleotídeos de adenina (ANT) (Ronchi et al., 2011), ambas tem função de canal sendo 

a primeira responsável pelo transporte de fosfato e a segunda responsável pela troca de 

ADP por ATP, em um processo que envolve diferenças de cargas para tal transporte 

(Chinopoulos et al., 2010).  

Além dessas proteínas, a TPM induzida por Ca2+ também é mediada pela oxidação 

dos grupos tiólico (SH) promovendo a reticulação desses grupos formando agregados 

proteicos (Vercesi et al., 2018). Dito isto, agentes que modulam esses sistemas são 

bastante estudados seja para favorecer ou inibir a TPM, por exemplo, para favorecer a 

TPM são usadas altas concentrações de Ca2+ (Leite et al., 2010) ou outras moléculas 

oxidantes que induzem o estresse oxidativo (Kowaltowski et al., 2000). Por outro lado, 

para inibir a TPM são usados redutores tiólicos (NEM e DTT), EGTA para complexar 

Ca2+, catalase como fonte antioxidante e o fosfato de dinucleótido de nicotinamida e 

adenina (NADPH) que está envolvido na reconstituição dos sistemas da glutationa e da 

tioredoxina (Facundo et al., 2007), dentre outros inibidores. Um outro agente que 

adicionado farmacologicamente que tem uma atuação importante na modulação da TPM 

é a ciclosporina A (CsA), que é um fármaco imunossupressor que inibe a ciclofilina D 

inibindo a formação do agregado proteico que leva à TPM (Kowaltowski et al., 1999; 

Fernandes et al., 2014). 
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Figura 7. Esquema que resume as proteínas envolvidas na abertura do TPM. 

 

Fonte: Figueira et al. 2013. 

 

2.3 Estudos da bioenergética mitocondrial 
 

 O desenvolvimento de estudos utilizando mitocôndrias não é tão simples, 

principalmente quando se quer estudar sua funcionalidade e integridade, pois implica em 

reproduzir os experimentos com a organela funcional. No primeiro experimento 

geralmente realizado para se avaliar a funcionalidade da mitocôndria, observa-se o 

funcionamento da CTE através do consumo de oxigênio. Tal parâmetro é avaliado em 

tecido ou células permeabilizados, ou em mitocôndrias isoladas. Tal experimento se 

baseia em fornecer substrato para a mitocôndria a fim de estimular cada estágio do seu 

funcionamento, ou seja, inicialmente as mitocôndrias são colocadas frente a uma mistura 

de substratos para o complexo I (piruvato, glutamato, malato e α-cetoglutarato), onde a 

maioria desses compostos são componentes do ciclo de Krebs, ou substratos de outras 

desidrogenasse que produzem NADH. Nos experimentos (no oxígrafo), esse início é 

chamado de velocidade basal (V2), logo depois é adicionado ADP para se estimular a 

ATPsintase frente a seu substrato, aumentando assim a taxa de consumo de oxigênio 

decorrente da síntese de ATP, em outras palavras fosforilação oxidativa, esse estado é 
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chamado de velocidade de fosforilação (V3). Quando todo o ADP é utilizado o consumo 

de oxigênio requerido é demasiadamente diminuído,  tal estado é chamado de  velocidade 

de repouso (V4). Porém quando não ocorre esse processo de forma espontânea, faz-se 

necessário o uso da oligomicina, uma droga que tem como função o bloqueio da ATP 

sintase e consequentemente a redução ou quase inibição do consumo de oxigênio. Por 

fim, a adição de um desacoplador químico que é capaz de transportar os H+ do espaço 

intermembranar para a matriz sem a utilização da ATP sintase (por exemplo DNP ou 

CCCP), esse estado também induz a capacidade máxima de respiração por acelerar a CTE 

como um todo; esse é a velocidade de desacoplamento (Vcccp) (Figura 8). No fim desse 

experimento é então calculado uma razão entre a V3 e a V4 chamado de Controle 

Respiratório (CR) para avaliar se o funcionamento da CTE está adequado e quanto maior 

for o valor de tal razão, melhor será o funcionamento da CTE e consequentemente o 

funcionamento da mitocôndria (Nelson & Cox, 2019). 

 

Figura 8. Gráfico representativo para o experimento de CTE. O V2 representado como a 

adição de succinato, o V3 com a adição do ADP+Pi, o V4 com a adição de venturicidina 

ou oligomicina e a VCCCP com a adição do dinitrofenol (DNP). 

 
Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 6ª edição, 2014.  

 

 Para a avaliação da integridade mitocondrial os experimentos clássicos são: o 

potencial elétrico de membrana mitocondrial (∆ᴪ) e o inchamento mitocondrial. Para o 

potencial elétrico de membrana o método mais eficiente é o da Safranina O. Uma 

molécula carregada positivamente que emite fluorescência, porém ao interagir de forma 

eletrostática com a mitocôndria sofre um quenching, perda de fluorescência, onde essa 

perda é proporcional a formação do ∆ᴪ. Já o inchamento mitocondrial o experimento é 
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baseado no espalhamento de luz, ou seja, quanto maior o espalhamento de luz e menor a 

turbidez maior o inchamento mitocondrial (Fernandes et al., 2014). 

 Por fim, um dos experimentos clássicos para se avaliar a maquinaria mitocondrial 

é a produção de EROs, que é um processo fisiológico da organela que já foi descrito 

acima. Um dos métodos mais usados para se quantificar as EROs são através de 

moléculas que reagem com cada uma delas de forma específica gerando um produto que 

emite fluorescência e essa emissão é proporcional a quantidade de tais espécies.  

 

2.4 Mercúrio e suas espécies orgânicas 
 

 Mercúrio (200,59 g mol-1) é um metal de transição com número atômico 80 e 

símbolo Hg, pertence ao grupo 12 da família IIB da tabela periódica e é um metal que em 

temperatura ambiente se encontra no estado líquido. Seus estados de oxidação mais 

comuns são 0, 1+ e 2+. Além disso, é um metal que tem uma versatilidade na formação 

de compostos orgânicos e inorgânicos, como, por exemplo, cloreto de mercúrio (HgCl2), 

metilmercúrio (MeHg+) e etilmercúrio (EtHg+). É um metal que tem diversas aplicações, 

por exemplo, em indústrias de soda cáustica (hidróxido de sódio, NaOH), na mineração, 

podendo solubilizar outros metais como o ouro e o zinco formando amalgama, na 

produção de termômetros, baterias, lâmpadas fluorescentes e como conservante de alguns 

cosméticos e até em vacinas (Quali, 2020). 

Como o mercúrio é uma substância presente na natureza, encontrado 

principalmente no solo como cinábrio (HgS), no ar na forma de vapor e nas águas nas 

mais variadas formas, está propenso a um ciclo geoquímico natural. O mercúrio presente 

na atmosfera é predominantemente o mercúrio elementar (Hg0), porém está suscetível a 

reações de oxidação e se converte em mercúrio inorgânico (Hg2+) sendo capaz de interagir 

com vapores de água, se infiltrar no solo, rios e com isso o mercúrio inorgânico pode 

sofrer ação de bactérias capazes de converter esse íon em espécies orgânicas como 

metilmercúrio (MeHg+) ou em um ciclo complexo para formação de sais de baixa 

solubilidade (Bisinoti et. al. 2004, Wasserman et. al. 2001) (Figura 9). Ações humanas 

como a mineração e o setor industrial acabam potencializando a contaminação do meio 

ambiente (Silva-Filho et al., 2021; Santos et al., 2021), dessa forma, as concentrações 

dessas espécies aumentam e consequentemente acumulam nesses ecossistemas, causando 

riscos a mais de 100 mil pessoas que trabalham ou vivem próximos de regiões 

contaminadas, como, por exemplo, a região amazônica (Ministério do Meio Ambiente, 

2013). 
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Figura 9. Ciclo do mercúrio em ambientes naturais. 

 

Fonte: Bisinoti et. al. 2004. 

 

 O mercúrio apresenta capacidade de bioacumulação em diferentes sistemas 

biológicos, assim, acarretando variados problemas ao organismo humano, principalmente 

devido a disfunções neurológicas (Nascimento et al., 2015), problemas renais (Choi et 

al., 2016) e até doenças cardíacas (Fillion et al., 2006). Além disso, é capaz de sofrer 

reações de alquilação, na sua forma inorgânica, ou de desalquilação, na sua forma 

orgânica, assim, ocorrendo interconversão entre as espécies Hg2+, MeHg+ e EtHg+ 

(Barregard et al., 2011), as quais apresentam níveis de toxicidade diferentes sendo a sua 

forma orgânica metilada a mais danosa por conseguir atravessar a barreira 

hematoencefálica, por exemplo (Lohren et al., 2016). O estado da arte aponta que o 

mecanismo tóxico do mercúrio e suas espécies envolve principalmente o esgotamento 

dos antioxidantes naturais derivados de enxofre (Carocci et al., 2014) e também o 

aumento do estresse oxidativo (Liu et al., 2019), causando a morte celular por vias 

mitocondriais (Carneiro et al., 2015), citotoxicidade em astrócitos (Teixeira et al., 2018), 

em células hepáticas (Cordier et al., 2021) e até prejudicar o sistema de nocicepção por 

meio da ativação do sistema opioide endógeno (Olczak et al., 2009). 

 A parcela orgânica dessas moléculas contribui para a capacidade de se difundir 

pelas membranas, assim, a molécula completa é capaz de passar para o interior da célula 

e como o mercúrio possui afinidade por enxofre, existe uma tendência que as espécies de 

Hg estejam distribuídas preferencialmente nas organelas ricas em SH, como a 
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mitocôndria (Nesci et al., 2016). Além disso, o mercúrio inorgânico pode fragilizar a 

membrana das células e dessa forma potencializar sua passagem para o interior destas 

(Silva-Filho et al., 2021). Estudos realizados por Ahmad e colaboradores (2019) 

demonstraram que concentrações crescentes de HgCl2 apresentam relação dose-

dependente no processo de hemólise, levando a formação de meta hemoglobina e 

diminuindo a atividade de enzimas do metabolismo glicolítico. 

 Umas das espécies de mercúrio que vem sendo amplamente estudado nos últimos 

anos é o timerosal (TM), um composto orgânico (C9H9HgNaO2S) usado como 

conservante em cosméticos e vacinas desde 1930 (Humphrey et al. 2005), porém na água 

o TM pode liberar o íon etilmercúrio e o ácido tiosalicílico (Figura 10). Desta forma, é 

um composto capaz de reagir espontaneamente com proteínas como a albumina (Santos 

et al., 2018) e hemoglobina (Silva et al., 2020) prejudicando essas biomoléculas em 

aspectos estruturais e funcionais. Além disso, Sales e colaboradores (2022) mostraram 

que o TM é capaz de atravessar a membrana dos eritrócitos causando alterações 

morfológicas, bem como, mudanças funcionais na hemoglobina, uma das proteínas mais 

abundantes dos eritrócitos e responsável pelo transporte de O2. Carneito e colaboradores 

(2014) mostraram em seu estudo com ratos Wistar que a exposição ao TM pode gerar no 

organismo outras espécies de mercúrio em decorrência do metalismo, desta forma, no 

balanço de massa, se observou 67% de mercúrio inorgânico e 33% de mercúrio orgânico 

(EtHg+) após 8 horas de exposição. 

 

Figura 10. Dissociação do timerosal em meio aquoso. 

 

Fonte: autoral, 2023. 

 

 Um estudo sobre o uso do TM foi avaliando a relação que tal composto tem com 

o desenvolvimento do transtorno do espectro autista (Gerber et al., 2009), visto que 

grávidas e principalmente crianças recebem uma carga alta de vacinas nos primeiros 

meses de vida, porém os dados epidemiológicos mostram que não existe uma relação de 

causalidade. Outrossim, baixas concentrações desse composto induzem a 
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neurotoxicidade e podem induzir síndromes, como, neurite periférica, encefalopatia e 

polineuropatia (Dórea et al., 2011). Além de tudo, existem estudos mais específicos 

mostrando que o TM pode causar aumento nas concentrações de cálcio no citosol de 

células acometidas com osteosarcoma (Chang et al., 2005), promove reações 

pseudoalérgicas relacionadas à proteína G (Peng et al., 2019), oxidação de proteínas e 

danos ao DNA (Öztürk et al., 2022). Por fim, o mercúrio, assim como o TM, vem sendo 

associado ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares e um dos possíveis motivos 

é o aumento da atividade de enzimas como a fosfolipase D, a qual hidroliza fosfolipídeos 

de membrana e produz lipídeos bioativos, consequentemente causando disfunção 

vascular (Hagele et al., 2007). 

 Recentemente (dados não publicados), nosso grupo realizou uma pesquisa 

baseada na exposição aguda (24 h) de TM em doses semelhantes às de uma vacina para 

humanos em ratos Wistar com idades equivalentes a uma criança de 2 anos. O objetivo 

dessa pesquisa foi avaliar as alterações que o TM poderia causar na bioenergética 

mitocondrial e no sistema antioxidante no fígado e no cérebro desses animais. Em tal 

estudo, a exposição aguda ao TM promoveu aumento no controle respiratório em ambos 

os órgãos utilizando substrato para o complexo I, porém no fígado foi observado uma 

redução da V3 mostrando que apesar da melhora no controle respiratório os animais 

tinham uma diminuição na produção de ATP, assim, esse resultado nos levou a teorizar 

que o TM causa o comprometimento do bombeamento de prótons limitando a atividade 

da ATP sintase. Além disso, o sistema antioxidante só foi afetado no cérebro 

demonstrando que esse órgão é mais sensível ao danos causados pelo mercúrio, assim 

como a atividade da acetilcolinesterase diminuída constatando o perfil neurotóxico 

causado pelo TM. Portanto, o TM de uma forma geral tem uma maior capacidade de gerar 

danos no sistema nervoso, mas isso não impede do mesmo composto causar danos em 

outros órgãos, levando a outras patologias.  

 

2.5  Hipertensão 
 

 Hipertensão é uma doença caracterizada pela pressão arterial elevada que ocorre 

quando existe uma relação entre a alteração da resistência periférica total e o débito 

cardíaco onde considera-se a pressão diastólica maior que 90 mm Hg e/ou a pressão 

sistólica superior a 140 mm Hg (Kumar et al., 2005). Tal condição ainda pode aumentar 

os ricos de doenças cardíacas, cerebrais, renais, entre outras (OMS 2022). A hipertensão 

também é caracterizada pela interação de diversos fatores genéticos, demográficos e 
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ambientais que interferem no débito cardíaco e na resistência vascular (Kumar et al., 

2005), dessa forma, quanto maior a pressão arterial, maior é a dificuldade do coração 

bombear. Além disso, a OMS afirma que mais de 1 bilhão de pessoas são acometidas com 

essa condição patológica e, com isso, é uma das principais causas de morte em todo o 

mundo; sendo um a cada quatro homens, e ainda uma a cada cinco mulheres portadores 

de tal doença. Por fim, outra questão importante sobre essa patologia é que os países que 

mais são afetados são aqueles de média e baixa renda (WHO 2022). 

 Já no Brasil, o Ministério da Saúde publicou uma nota em 27 de abril de 2022 

afirmando que na população adulta estima-se que 24,5% seja hipertensa e considerando 

apenas os indivíduos com mais de 65 anos, essa porcentagem chega aos 59,3%, além 

disso, no Brasil a incidência dessa patologia é maior em mulheres chegando a 61,6% e 

nos homens a 55,5% (Ministério da Saúde, 2022). Com base nesses números, a Sociedade 

Brasileira de Cardiologia em 29 de abril de 2021 descreveu que no Brasil ocorrem cerca 

de 300 mil mortes por ano decorrentes de doenças cardiovasculares principalmente por 

Acidente Vascular Cerebral (AVC) ou Infarto Agudo do Miocárdio (IAM), levando em 

consideração esses valores, cerca de 80% dos pacientes que morrem de AVC e 60% que 

morrem de IAM tem hipertensão (Sociedade Brasileira de Cardiologia 2021).  

Os sintomas para essa doença são os mais variados, os mais comuns dentre eles 

são descritos pelo Ministério da Saúde, são eles: dores no peito, dores de cabeça, tontura, 

fraqueza e sangramento nasal; mas também em muitas vezes a doença pode se demonstrar 

silenciosa, ou seja, sem apresentar sintomas. Entretanto, a hipertensão por ser uma doença 

sistêmica pode desencadear outras patologias no indivíduo, como, por exemplo, a 

insuficiência renal, feocromocitoma, aldosteronismo e até doença renovascular (Kabra, 

2015; Boettcher et al., 2018; Carretero & Oparil, 2000). No estado da arte, como o 

desenvolvimento da hipertensão é multifatorial os autores descrevem as causas que 

podem desencadear essa patologia, como: pré disposição genética, consumo excessivo de 

álcool, ingestão exacerbada de sódio, alto estresse mental e até fatores ambientais 

(Garfinkle, 2017; Gangwisch, 2014; Xin et al., 2001; Esler, 2017). O desenvolvimento da 

sociedade também é um fato relevante para desencadear a doença, visto que, existe uma 

relação diretamente proporcional a várias exposições, que vão de fatores ambientais, 

como por exemplo, ruído alto, poluição do ar e poluentes atmosféricos; onde efeitos na 

pressão arterial que são clinicamente significativos (Brook et al., 2011; Münzel et al., 

2020).   

 Page (1967) propõe uma teoria chamada “Teoria do Mosaico das Múltiplas 

Causas da Hipertensão” que afirma que a hipertensão é uma consequência da perturbação 
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de mecanismos regulatórios que controlam a pressão arterial em vários tecidos e isso 

abrange modificações nos sistemas imunológicos, endócrinos e neurológicos, além disso, 

o aumento do estresse de cisalhamento, alongamento vascular e ainda aumento da 

hemodinâmica (Dikalov & Ungvari, 2013). Porém essa teoria foi reformulada por 

Harrison (2013) que acrescentou fatores como o aumento dos EROs que leva ao estresse 

oxidativo, esse aumento de EROs pode ser decorrente de várias vias e uma delas é da 

ativação da NADPH oxidase via angiotensina II que produz o O2
•-. Esse estresse 

oxidativo, hoje em dia, é considerado o mecanismo essencial e responsável para o início 

da doença (Rodrigo et al., 2011), o porquê de tal estresse ser relevante para o 

desenvolvimento e até a progressão da doença se dá pelo fato de que avaliando o sistema 

antioxidante de pacientes acometidos com tal patologia é comum encontrar excesso de 

subprodutos desse sistema, como por exemplo, produtos da peroxidação lipídica, redução 

da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e de intermediários 

moleculares responsáveis pela neutralização dos EROs (GSH e SH) (Griendling et al., 

2021).  

 Existe vários tipo de hipertensão, uma delas é dependente de angiotensina II 

gerando um desbalanço nos níveis desse hormônio causando o estresse oxidativo, dessa 

forma, o organismo aumenta a liberação de citocinas pró inflamatórias, como, por 

exemplo, interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral α (TNF-α); dessa forma, com 

a IL-6 aumentada o fígado é estimulado a liberar mais angiotensinogênio sendo essa uma 

das vias que amplifica os níveis de angiotensina II circulante (Satou et al., 2018). Com 

isso, os receptores AT1R são ativados dando início a fibrogênese hepática onde as células 

estreladas hepáticas, um tipo de célula responsável pelo controle dos componentes da 

matriz extracelular, começam a liberar colágeno do tipo I e II consequentemente sofrem 

uma transformação fenotípica para miofibroblastos ativos (Shim et al., 2018). Outro 

processo patológico e progressivo relacionado à hipertensão é a doença hepática 

gordurosa não alcoólica, entretanto, não está claro ainda qual doença é desenvolvida 

primeiro e sim a relação bidirecional entre as duas, isso porque ambas compartilham 

muitos sintomas como a resistência insulínica além de injúria no fígado demonstrado por 

marcadores como glutamiltransferase, alanina aminotransferase e aspartato 

aminotransferase (Zhao et al., 2020). 

Em outra mão, temos que a produção exarcebada de EROs pela angiotensina II 

promove também o esgotamento do conteúdo mitocondrial e consequentemente seu DNA 

contribuindo com a disfunção dessa organela, além disso, ocorre a redução dos níveis de 

glicogênio devido ao comprometimento da atividade do glicogênio sintase causando um 
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aumento nos níveis de glicose no sangue (Ramalingam et al., 2017) podendo ser esse um 

dos motivos para a resistência insulínica causada pela hipertensão. Está claro até então 

que o estado da arte aborda a hipertensão como um fator que pré-dispõe o fígado a outras 

patologias com a doença hepática gordurosa não alcoólica, a hipertensão portal que é um 

tipo de hipertensão específica na veia porta (Kim et al., 2016) e a cirrose, o estágio final 

do comprometimento do fígado causado pelo excesso de fibrose, inflamação crônica e 

acúmulo de gordura (Ginès et al., 2021). Contudo, a ligação entre essas doenças ainda 

permanece sem muito esclarecimento, visto que, a hipertensão é multifatorial podendo 

ser a precursora ou a consequência das demais patologias supracitadas. 

Para o cérebro os problemas causados pela hipertensão são mais significativos, 

visto que a hipertensão abre portas para outros tipos de doenças neurodegenerativas como 

Alzheimer ou então implicações cognitivas, como, perda do raciocínio abstrato e retardo 

no processamento mental (Ungvari et al., 2021). Como a hipertensão é tratada como a 

doença do envelhecimento, existe também fatores relacionado a esse processo que 

influenciam diretamente na patologia, por exemplo, o envelhecimento compromete a 

homeostase das defesas antioxidantes pela via da regulação negativa do fator nuclear 

eritroide 2 (NRF2), um fator transcricional que induz a expressão de vários genes 

antioxidantes (Ungvari et al., 2011), consequentemente aumenta o estresse oxidativo 

gerado pela hipertensão comprometendo a saúde do cérebro levando a neuro inflamação, 

ruptura da barreira hematoencefálica e até problemas na micro vasodilatação (Toth et al., 

2013). 

O processo patológico hipertensivo no cérebro é tratado com um ciclo, ou seja, a 

atividade da angiotensina II promove um aumento de EROs citosólico e mitocondrial, 

esse acúmulo induz um processo inflamatório produzindo citocinas que regula 

negativamente a expressão do NRF2 e de outro fator de transcrição mitocondrial A 

(TFAM, esse relacionado com a biogênese mitocondrial) (Wu et al., 2016). Com isso, há 

um comprometimento na bioenergética mitocondrial proveniente da diminuição na 

atividade da CTE, depleção do conteúdo de ATP e expressão de proteínas desacopladoras 

como as UCPs (Chan et al., 2017) atenuando assim a hipertensão neurológica. Estudos 

como o do Mohammadi e colaborados (2015) mostram também que a hipertensão é capaz 

de aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefálica decorrente da depleção da 

expressão de proteínas como claudinas podendo esse ser uma das vias que causa lesões 

cerebrais. Como consequência disso, as regiões protegidas pela barreira hematoencefálica 

acabam sendo expostas a principalmente angiotensina II circulante dando início a um 

novo ciclo hipertensivo causando um problema generalizado (Young et al., 2015). 



 

37 

Existe diversos modelos experimentais que podem simular doenças 

cardiovasculares e que são utilizados para entender melhor tanto a patologia como 

também processos terapêuticos que visam a melhora da doença, um exemplo desses 

modelos e que é um dos mais estudados para hipertensão são os ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR). O grande volume de estudos utilizando esse modelo se dá porque a 

resposta cardiovascular é facilmente obtida por desenvolverem a patologia de forma 

espontânea com 90 dias de idade (Dornas & Silva, 2011). Os ratos SHR foram produzidos 

por endogamia seletiva, implementando um estado homozigótico a fim de prover um 

modelo geneticamente homogêneo de hipertensão hereditária (Okamoto, 1963). Mesmo 

que a hipertensão dos SHR seja de origem espontânea, fatores ambientais podem 

potencializar o agravamento de tal patologia como: a ingestão elevada de sódio, estresse 

ambiental, alterações sociais e interferência do ciclo claro e escuro (Fazan et al. 2006).  

Além disso, o modelo hipertensivo SHR tem vantagens em relação a outros 

modelos, visto que, possuem uma semelhança com a hipertensão desenvolvida por 

humanos, são elas: pré-disposição genética, respostas semelhantes aos humanos a 

medicamentos relacionados ao tratamento da patologia e aumento da resistência vascular 

periférica total (Trippodo & Frohlich, 1981). Esses animais possuem três fases de 

desenvolvimento hipertensivo, a primeira acontece até a quarta semana de vida e é 

chamada de pré-hipertensiva, nessa fase os animais possuem a pressão arterial semelhante 

aos animais normotensos; a segunda fase acontece entre a quinta e a décima quarta 

semana de vida do animal, aqui os animais demonstram um aumento significativo da 

pressão arterial porém ainda não são considerados hipertensos; por fim, a terceira fase 

que ocorre a partir da décima quinta semana até o final da vida, nessa fase a pressão 

arterial do animal estabiliza em níveis altos e permanecem assim constantemente 

(Okamoto, 1963). 

 

2.6  Hipertensão  Mitocôndria 

  

 Como já foi descrito, a mitocôndria tem um papel fundamental para a produção 

de EROs, com isso no estresse oxidativo geralmente tal organela está envolvida nas 

principais doenças crônicas que se sobressaem em nossa população, como a aterosclerose 

(Dorighello et al., 2018), o câncer (Oliveira et al., 2008), o diabetes tipo 1 (Malaguti et 

al., 2014) e na doenças do fígado gorduroso não alcóolico (Navarro et al., 2017). Dessa 

forma, o papel da mitocôndria na hipertensão vem sendo explorado a fim de tentar 

explicar o seu envolvimento com a doença. Por exemplo, Lopez-Campistrous e 
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colaborados (2008) estudaram o porquê das mitocôndrias do cérebro apresentarem um 

funcionamento deficiente em ratos hipertensos e sugerem que a disfunção mitocondrial 

(maior produção de EROs, diminuição na síntese de ATP como consequência de uma 

respiração prejudicada) era decorrente a defeitos de montagem nos complexos da CTE e 

que isso poderia contribuir para o desenvolvimento da hipertensão.  

Outro fator importante que tem um papel fundamental na hipertensão é o sistema 

da renina-angiotensina que é responsável pela regulação da pressão arterial, entretanto, 

quando existe um desequilíbrio nesse sistema e o corpo produz muita Angiotensina II 

(ANG II) pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A ANG II tem várias funções 

e uma delas é induzir a produção de aldosterona, um hormônio associado a reabsorção de 

sódio e controle do volume extracelular aumentando a pressão arterial (Berne, 2004), 

então quando ocorre a ingestão excessiva de sódio o corpo produz mais ANG II, e 

consequentemente produz mais aldosterona gerando um desequilíbrio que induz a pressão 

arterial elevada (Gao et al., 2022). Outro papel da ANG II é a ativação dos receptores do 

tipo 1 estimulando a enzima NADPH oxidase (NOX) a produzir o O2
•-, essa é uma das 

fontes prevalentes de espécie reativa de oxigênio, que vem sendo estudada para avaliar 

os danos oxidativos gerados por essa via. Dentro desse contexto, Cui & Cols (2019) 

avaliaram o papel da vitamina D como potencial antioxidante na via da ANG II, 

demonstrando que essa vitamina pode modular o sistema da renina-angiotensina fazendo 

o cérebro produzir um peptídeo chamado ANG (1-7) derivado da ANG II que inibe a 

NOX e bloqueia a cascata oxidativa como um mecanismo neuroprotetor.  

 Em células hepáticas e endoteliais uma das vias danificadas pela hipertensão é a 

via da óxido nítrico sintase (NOS) que é a enzima produtora de •NO, um vasodilatador, 

dependente da tetrahidropterina (BH4), diminuindo sua biodisponibilidade gerando uma 

disfunção endotelial. Svoboda e colaborados (2012) mostraram que em animais 

hipertensos (SHR) tem uma menor expressão da enzima que regenera a BH4 quando 

comparado a animais normotensos (Wistar), com isso, a NOS deixa de transferir elétrons 

para a arginina e passa a transferir elétrons para o oxigênio molecular dissolvido gerando 

o O2
•- em vez de •NO contribuindo para o estresse oxidativo. Em vista de todo o contexto 

abordado, a hipótese desse trabalho é avaliar se a exposição ao TM, derivado de mercúrio 

que já tem seu papel fundamentado na indução de estresse oxidativo, pode acelerar o 

desenvolvimento da hipertensão em animais espontaneamente hipertensos (SHR) com 

foco na bioenergética mitocondrial, visto que, existe uma relação direta entre a disfunção 

mitocondrial e tal patologia. 
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3. JUSTIFICATIVA 
 

Nosso grupo recentemente provou que o TM, um composto derivado de mercúrio, 

quando na presença da hemoglobina dos eritrócitos humanos causa alterações 

conformacionais e funcionais, principalmente devido a perda em mais 50% da sua 

capacidade de se ligar ao O2 evidenciando a toxicidade deste composto nas condições 

avaliadas (Sales et al., 2022). Além disso, Silva-Filho et. al. (2021) estudando moradores 

que habitavam em torno de uma lagoa em Maceió, contaminada por mercúrio, encontrou 

estresse oxidativo em células sanguíneas, bem como, níveis elevados de mercúrio total 

no sangue dessa população em relação ao grupo controle. A hipertensão é uma das 

principais doenças crônicas e multifatorial que afetam grande parte da população mundial 

(WHO 2021), o estresse oxidativo celular e mitocondrial é um evento chave para o 

desenvolvimento dessa patologia e que pode sofrer influência do mercúrio, outro fator 

conhecido por ter uma correlação com o desenvolvimento da mesma. Diante da ausência 

de estudos que tenham essas abordagens, utilizaremos um modelo experimental de 

hipertensão arterial (ratos SHR) na fase pré hipertensiva na tentativa de investigar se a 

exposição ao TM causa algum efeito que acelere o processo de desenvolvimento da 

patologia, tendo como foco a bioenergética mitocondrial e o estado redox. 
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4 OBJETIVOS 
 

Avaliar os possíveis efeitos causados pela exposição aguda ao TM sobre a 

bioenergética mitocondrial e estresse oxidativo em ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR).  

 

4.1 Objetivos Específicos  

 

❖ Quantificar o mercúrio total nos órgãos dos animais SHR tratados ou não com 

TM.  

❖ Avaliar os efeitos sobre a respiração mitocondrial dos animais SHR controles e 

tratados com TM (mitocôndrias isoladas dos órgãos: fígado e cérebro); 

❖ Avaliar a integridade mitocondrial no grupo tratados ou não com TM (potencial 

de membrana, inchamento mitocondrial e transporte de cálcio) em mitocôndrias 

isoladas de fígado e cérebro;  

❖ Mensurar a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio no grupo 

tratados ou não com TM em mitocôndrias isoladas de fígado e cérebro;  

❖ Medir a atividade das enzimas antioxidantes mitocondriais: superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) no grupo ou não com TM 

no fígado e cérebro;  

❖ Quantificar marcadores secundários do estresse oxidativo: glutationa reduzida 

(GSH) e glutationa oxidada (GSSG) e a razão GSH/GSSG, grupos tióis totais 

reduzidos, lipídeos oxidados, e proteínas carboniladas no grupo tratados ou não 

com TM no fígado e cérebro;  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

5.1  Animais  
 

Os animais (n = 40) espontaneamente hipertensos (SHR) machos com 37 dias de 

vida e pesando 250 g foram divididos em dois grupos: exposto (TM-SHR) e controle 

(SHR). No grupo exposto agudamente, os animais receberam água contaminada com TM 

a 0,5 mg kg-1 (Arefieva et al., 2016). Os animais controles receberam apenas água. Como 

os animais foram usados na fase pré-hipertensiva, não foi realizado a medição da pressão 

arterial já que pela literatura os animais nessa fase teriam uma condição normotensa. A 

eutanásia foi feita após 24 h de exposição com TM e em seguida o tecido de interesse 

(fígado e cérebro) foi retirado e colocado em uma solução gelada e saturada de 

carboidratos, para fígado (250 mM sacarose, 10 mM HEPES e 0,5 mM EGTA, pH = 7,2) 

e para cérebro (75 mM sacarose, 225 mM manitol, 0,5 mM HEPES, 1 mM EGTA e 0,1% 

(m/v) BSA, pH = 7,4).  Os protocolos foram aprovados pele Comitê de Ética em Uso 

Animal (CEUA) da UFAL, com o número 23/2021. 

 

5.2  Isolamento de mitocôndrias 
 

O isolamento de mitocôndrias se deu por centrifugação diferencial a uma 

temperatura de 4°C, como descrito por Brustovetsky & Dubinsky (2000) para cérebro e 

por Schneider & Hogeboom (1950) para o fígado. Logo após o isolamento, foi realizado 

a quantificação das proteínas totais pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e todos os 

experimentos foram realizados usando o tampão de reação: fígado (125 mM sacarose, 60 

mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM K2HPO4 e 10 mM HEPES) e cérebro (200 μM EGTA, 

130 mM KCl, 10 mM HEPES, 2mM KH2PO4  e 1 mM MgCl2) ambos a pH 7,2. 

 

5.3  Respiração mitocondrial 
 

Avaliamos o consumo de oxigênio frente a uma mistura de substratos para o 

complexo I (500 mM de malato, 500 mM de glutamato, 500 mM de piruvato e 500 mM 

de α-cetoglutarato) e EGTA 200 µM. As medidas foram realizadas usando 0,5 mg mL-1 

de proteína em uma câmara de vidro de 1,0 mL equipada com agitador magnético, em 

uma câmara termostatizada e um eletrodo de oxigênio (Oxygraph, Hansateh Instrument, 
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Reino Unido). A concentração inicial de oxigênio no meio de reação foi de 225 nmol O2 

mL-1 mg-1 de proteína à temperatura de 28°C (Robinson & Cooper, 1970). 

O estado de fosforilação foi induzido pela adição de 200 μM de ADP. Depois que 

todo o ADP foi consumido, o estado de repouso foi iniciado ao se adicionar 1 μg mL-1 de 

oligomicina. Por fim, o estado máximo ou desacoplado foi induzido pela adição de 1 μM 

de carbonilcianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP). 

 

5.4  Potencial de membrana 
 

A determinação do potencial de membrana mitocondrial foi realizada utilizando 

uma sonda fluorescente safranina O (5 μM) e as medidas realizadas empregando um 

espectrofluorímetro (Shimadzu, modelo RF 5301) à 28°C. A reação foi realizada em uma 

cubeta de 1 mL com 0,5 mg mL-1 de proteína e uma mistura de substratos para o complexo 

I, o mesmo descrito acima (item 3.4). As condições instrumentais foram estabelecidas 

como ex = 495 nm, em = 586 nm e slit de 5 nm (excitação e emissão) (Nunes et al., 

2019). Para os testes de TPM foi utilizado ciclosporina A (1 µM) e EGTA (200 µM) 

como inibidores do poro. 

 

5.5  Inchamento mitocondrial 
 

O inchamento mitocondrial de fígado foi avaliado monitorando a absorbância da 

suspensão mitocondrial em um espectrofotômetro UV-vis (Shimadzu, modelo UV-1900i) 

à 520 nm. As mitocôndrias (0,5 mg mL-1) foram adicionadas ao tampão de reação e uma 

mistura de substratos para o complexo I, a absorbância foi registrada durante 10 min à 28 

°C. Para o inchamento mitocondrial de cérebro o monitoramento foi feito em um 

espectrofluorímetro (Shimadzu, modelo RF5301). As condições instrumentais foram 

estabelecidas como ex = 540 nm, em = 540 nm e slit de 1,5 nm (excitação e emissão). 

As condições de análise foram iguais as utilizadas nas análises da mitocôndria isolada do 

fígado (Figueira et al., 2011). 

 

5.6  Produção de espécies reativas de oxigênio totais 
 

O ensaio foi monitorado em um espectrofluorímetro (Shimadzu, modelo 

RF5301). Assim, para quantificar a produção total de EROs de forma não seletiva, o 

H2DCF-DA (5 μM) foi utilizado em mitocôndrias isoladas (0,5 mg mL-1). As condições 
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instrumentais foram estabelecidas como ex = 488 nm, em = 525 nm e com slit de 5 nm 

(excitação e emissão) (Nunes et al., 2019). Uma curva analítica de DCF oxidado foi 

utilizada para determinar a concentração de DCF (em nM) produzida. 

 

5.7  Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
 

Em mitocôndrias isoladas, a produção de H2O2 foi determinada utilizando 

Amplex-red (10 μM) que é uma sonda seletiva para a produção de tal espécie reativa. 

Este experimento foi realizado à 28°C na presença de peroxidase (HPR, 1 U mL-1). As 

análises foram realizadas utilizando um espectrofluorímetro (Shimadzu RF5301) com as 

condições instrumentais estabelecidas como ex = 563nm, em = 587 nm e com slit de 3 

nm (excitação e emissão) (Nunes et al., 2019). Foi realizada uma curva de calibração 

utilizando uma solução de H2O2 para determinar a concentração produzida pelas amostras 

em nM. 

 

5.8  Produção de óxido nítrico 

 

A produção de óxido nítrico foi mensurada utilizando a sonda fluorescente DAF-

FM-DA 5 μM usando um espectrofluorímetro (Shimadzu RF5301) à 28 °C, com uma 

mistura de substratos para o complexo I. As condições instrumentais foram estabelecidas 

como ex = 495 nm, em = 515 nm e com slit de 3 nm (excitação e emissão). Em seguida, 

1 μM de catalase e 1 μM de superóxido dismutase foram adicionados ao tampão de reação 

para minimizar a provável interferência de O2
•- e H2O2 na biodisponibilidade de óxido 

nítrico (Leite et al., 2010). 

 

5.9  Preparação de tecido homogeneizado 

 

Aproximadamente 0,1 g de tecido foram adicionados a 1,5 mL de tampão de 

extração contendo 50 mM Tris-HCl (pH = 7,4) e 1 mM EDTA, homogeneizado em gelo 

usando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e centrifugado a 1180ɡ e 4°C por 10 

min (Silva-Filho et al., 2021). Após o processamento do homogenato foi determinado a 

concentração de proteínas totais pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

 

5.10  Atividade da superóxido dismutase (SOD) 
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O homogenato de tecido (80 μg de proteína) foi incubado em 50 mM de tampão 

carbonato/bicarbonato de sódio (NaCO3/NaHCO3, pH = 10,2 com 0,1 mM EDTA) à 37 

°C. A reação foi iniciada pela adição de 20 μL de epinefrina (150 mM) em ácido acético 

(0,5% v/v) para um volume final de 1,0 mL. A absorbância foi medida à 480 nm em um 

espectrofotômetro (Shimadzu UV-1900i) por 5 min. Uma unidade de SOD foi definida 

como a quantidade de proteína necessária para inibir a autoxidação de 1 μmol de 

epinefrina por minuto. Os resultados foram expressos em proteína U mg-1 (Misra e 

Fridovich, 1972). 

 

5.11  Atividade da catalase (CAT) 
 

O princípio do ensaio é baseado na determinação da decomposição do H2O2. Um 

total de 40 μg de proteína (do homogeneizado de tecido) foi adicionado em tampão 

fosfato 50 mM (KH2PO4 + Na2HPO4, pH = 7,0) à 25°C. A reação foi iniciada adicionando 

H2O2 10 mM em um volume final de 1,0 mL. O decaimento da absorbância foi medido à 

240 nm em um espectrofotômetro (Shimadzu UV-1900i) por 2 min. Uma unidade de 

CAT foi definida como a quantidade de proteína necessária para converter 1 μmol de 

H2O2 em H2O e O2 por minuto. Os resultados foram expressos como k mg-1 proteína 

(Aebi, 1984). 

 

5.12  Atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

 

A atividade de GPx foi monitorada determinando a diminuição na absorbância de 

NADPH à 340 nm em um espectrofotômetro (Shimadzu UV-1900i) por 3 min à 20°C. O 

meio continha 80 μg de proteína (do tecido homogeneizado), 50 mM de Na2HPO4 (pH = 

7,0), 5 mM EDTA, 84 μM NADPH, 1,1 mM azida de sódio, 1,5 mM GSH, 0,1 U mL-1 

glutationa redutase (GR) e 90 μM H2O2 em um volume final de 1,0 mL. Uma unidade da 

enzima foi definida como a quantidade necessária para a oxidação de 1 μmol de NADPH 

min-1 mg-1 de proteína. Os resultados foram expressos como U mg-1 (Paglia e Valentine, 

1967). 

 

5.13 Atividade da acetilcolinesterase (AChE) 

 

Este ensaio enzimático foi realizado apenas em homogenato de cérebro, realizado 

com um espectrofotômetro (Shimadzu UV-1900i) a 405 nm por 3 min usando 108 μg 
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mL-1 de proteína incubada com tampão PBS a 0,1 M e 0,25 mM de DTNB (5,5′-

ditiobis(ácido 2-nitrobenzóico), pH 7,4. A acetiltiocolina (62 mM) foi usada como 

substrato para AChE. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de 

enzima capaz de hidrolisar 1 mmol de substrato por minuto (Assis et al., 2010). 

5.14  Conteúdo do grupo sulfidrila (SH)  
 

O teor de sulfidrila foi determinado a partir da reação com DTNB (5,5'-ácido ditio-

bis-2-nitrobenzóico). O homogenato de tecido (100 μg de proteína) foi incubado no 

escuro com DTNB 500 μM por 30 min. Após isso, o volume foi ajustado para 1 mL com 

tampão de extração (50 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA, pH 7,4), e a absorbância foi 

determinada à 412 nm (Ellman, 1959) em um espectrofotômetro (Shimadzu UV-1900i). 

Foi feita uma curva de calibração utilizando L-cisteína nas concentrações de 6,25 à 100 

µM como padrão para determinar a concentração de SH nas amostras em µM. 

 

5.15 Quantificação do estado redox (relação GSH/GSSG) 

 

A relação GSH/GSSG foi avaliada pela quantificação do teor de GSH e GSSG 

(Hissin e Hilf, 1976). Na reação de GSH e GSSG foram utilizados homogenato de tecido 

(50 e 100 μg de proteína, respectivamente) e o-ftalaldeído (1 mg mL−1; sonda 

fluorescente). Para o ensaio GSH o tampão usado continha 100 mM NaH2PO4 (pH = 8,0) 

e 5 mM EDTA, e para o ensaio de GSSG foi utilizado 100 mM NaOH adicionado com 

N-etilmaleimida (NEM), um bloqueador de grupo tiol para evitar a interferência do GSH. 

A fluorescência foi monitorada em um leitor de placa (Tecan Infinite 200 pro) com 

excitação 350 nm e emissão 420 nm. Uma curva analítica baseada em concentrações 

conhecidas de 40 à 1600 nM de GSH e de GSSG foi empregada para determinar as 

concentrações desses biomoléculas nas amostras. 

 

5.16  Peroxidação lipídica (MDA) 
 

A técnica colorimétrica foi utilizada para determinar substâncias reativas 

tiobarbitúricas (Buege e Aust, 1978). Um total de 450 μg de proteína do homogenato de 

tecido foi adicionado a 200 μL de ácido tricloroacético (TCA) à 3 M e agitado por 1 min. 

Em seguida, 200 μL de Tris-HCl à 10 mM (pH = 7,4) foram adicionados ao material, 

agitados por 1 min e centrifugados à 1180ɡ por 10 min à 4 °C. O sobrenadante coletado 
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(450 μL) foi misturado com ácido tiobarbitúrico à 0,73% (m/v) (450 μL), o qual reage 

com os produtos de lipoperoxidação para formar um composto de cor rosa. Assim, tal 

mistura foi incubada por 15 min à 100 °C e depois resfriada. Finalmente, a absorbância 

foi medida em espectrofotômetro (Shimadzu UV-1900i) à 535 nm. Os resultados foram 

expressos em mM mg−1 proteína, visto que, o coeficiente de absortividade molar (ɛ) é de 

1,56×105 M-1 cm-1. 

 

5.17. Produtos da oxidação de proteínas (LPO) 

 

 A quantificação de produtos de carbonilação de proteínas foi realizada utilizando 

a reação com 2,4-difenilhidrazona (DNPH) (Zanatta et al., 2013). Para a quantificação é 

necessário dividir em dois grupos para cada amostra sendo eles o grupo controle e o grupo 

de reação; para ambos utiliza-se 100 µL do homogenato de tecido. A diferença entre os 

grupos é que para o grupo controle se utiliza 400 µL de HCl 2,5 M e para grupo de reação 

se utiliza 400 µL de DNPH 10 mM (solubilizado em HCl 2,5 M), a partir dessa etapa o 

procedimento é igual para todos os grupos. Incuba-se os tubos em temperatura ambiente 

por 1h (agitar a cada 15 min), em seguida adiciona-se 500 µL de TCA 2 M e agita-se para 

promover a precipitação das proteínas. As proteínas precipitadas por TCA são então 

centrifugadas três vezes à 10.000ɡ por 10 min à 4 °C e lavadas usando-se uma mistura 

de etanol e acetato de etila (1:1 v/v). Por fim as amostras são ressuspensas em uma solução 

de guanidina 6 M, centrifugada à 10.000 ɡ por 10 min à 4 °C e o sobrenadante é coletado 

e utilizado para se efetuar a leitura. A absorbância foi então medida à 370 nm em um 

leitor de placa (Tecan Infinite 200 pro) e os resultados foram expressos em pmol mg−1 

proteína (Reznick & Packer, 1994). 

 

5.18. Análise de mercúrio total nos tecidos 

 

Os procedimentos experimentais utilizaram reagentes de pureza analítica da 

Sigma-Aldrich (EUA) ou Merck (Alemanha). Para o preparo das soluções, foi utilizada 

água ultrapura (condutividade < 0,1 mS cm-1 ) de um purificador Master System MS2000 

(Gehaka, Brasil). As soluções de referência de Hg(II) utilizadas na curva analítica foram 

preparadas a partir de diluições sequenciais da solução padrão de mercúrio inorgânico 

(1000 mg L-1, rastreabilidade Specsol® 92786-62-4, NIST, EUA). A determinação de 

mercúrio total foi realizada com solução de KBr (100 mM) e KBrO3 (17 mM). Em água 
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deionizada, o excesso de bromo foi eliminado com ácido ascórbico 12% (m/v) (Oliveira 

et al., 2021; Silva et al., 2022). 

O procedimento de mineralização das amostras foi realizado em sistema de 

digestão fechado utilizando micro-ondas de alta pressão, modelo ETHOS ONE 

(Milestone, Sorisole, Itália), equipado com 10 rotores (SK-10), com vaso de 100 mL 

(volume interno), confeccionado em Teflon quimicamente modificado (TFM™). Para 

digestão de amostras de fígado e cérebro de animais controle e expostos, a massa de cada 

órgão previamente liofilizado foi adicionada a um recipiente de digestão (220 - 250 mg), 

3,5 mL de HNO3 (14 M), 1,0 mL de solução de peróxido a 30% (v/v) e 3,5 mL de água 

deionizada. Este sistema foi deixado em repouso por 30 min (etapa de pré-digestão). Em 

seguida, o balão de digestão foi levado ao equipamento de micro-ondas para digerir a 

matéria orgânica. A Tabela 2 mostra a programação utilizada para o processo (Silva-

Filho et al., 2021, Santos et al., 2021). Brancos de digestão foram preparados de forma 

semelhante. A acidez residual máxima foi de 1,86 M, que foi utilizada para 

compatibilização das soluções em curvas analíticas (Oliveira et al., 2021). 

 

Tabela 2. Programa de aquecimento para digestão em sistema fechado de amostras 

biológicas por radiação de micro-ondas. 

Etapa Tempo (min) Potência (W) Temperatura (ºC) 

1 05* 750 TA - 130 

2 05** 750 130 

3 10* 1000 130 - 180 

4 20** 1000 180 

5 10** 0 50 
TA = temperature ambiente // *tempo de rampa // **tempo de espera 
 

Para determinação de mercúrio total por CV AFS, 500 µL da mistura (1:1) de KBr 

/ KBrO3 (100 / 17 mM) foram adicionados a 8 mL do digerido em balão volumétrico de 

25 mL e deixados reagir por 5 min. Em seguida, foram adicionados 50 µL de solução de 

ácido ascórbico 12% (p/v) e o volume foi completado até a marca de medição com água 

deionizada. 

As determinações de mercúrio total foram realizadas usando um sistema CV AFS 

(PSA 10.025 Millennium Merlin Instrument, www.psanalytical.com). O vapor de Hg0 foi 

gerado através da redução química do mercúrio inorgânico com SnCl2
.2H2O e 

transportado para um separador gás-líquido por um fluxo de argônio (0,25 L min-1). A 

umidade do gás carreador foi removida por um dispositivo Perma Purer®, reduzindo a 

interferência pela extinção da fluorescência do Hg com um gás secador (2,5 L min-1). As 

concentrações de mercúrio foram determinadas usando um método de calibração externa 
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baseado em medições de fluorescência de altura de pico de 10 a 2000 ng L-1. As condições 

instrumentais do CV AFS, taxas de fluxo e todas as concentrações de reagentes usadas 

para determinação de mercúrio total em todas as amostras biológicas estão resumidas na 

Tabela 3.       

Tabela 3. Condições de operação do CV AFS para determinação de Hg total. 

Parâmetros Condições 

Comprimento de onda (nm) 253,7 

Modo de medida Peak height 

Replicatas 3 

Tempor de atraso (s) 15 

Tempo de análise (s) 40 

Tempo de lavagem da memória (s) 40 

Ganho 10 

Taxa de fluxo do gás de arraste (mL min-1) 250 

Taxa de fluxo do secador (L min-1) 2,5 

Taxa de fluxo do transportador (mL min-1) 9 

Taxa de fluxo da amostra (mL min-1) 9 

Taxa de fluxo do SnCl2 (mL min-1) 4,5 

SnCl2 % (m/v) 2 

HCl % (v/v) 20 

KBr / KBrO3 (mM) 100 / 17  

Ácido ascórbico % (m/v) 12 

                                

5.19. Análise estatística 

 

Os dados representam a média ± erro padrão da média. As comparações 

estatísticas foram realizadas por teste t de Student com 95% de confiança (α = 0,05). As 

análises estatísticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 8.0 e a construção 

dos gráficos utilizou o software Origin 9.0. 

  



 

49 

6. RESULTADOS e DISCUSSÃO 
 

Inicialmente, quantificamos a distribuição de Mercúrio derivada do TM que mostra 

uma diferença >100% em todos os órgãos quando comparado com controle (Figura 11) 

isso porque o grupo controle obteve resultados menores que 0,01 µg g-1-. O fígado, nesse 

caso, foi o órgão que mais acumulou mercúrio e isso pode ser consequência do processo 

chamado de excreção hepatobiliar, ou seja, eliminação de drogas no tecido, que é 

demorado. Oliveira e colaboradores (2018) mostraram que em 24 h de exposição ao 

cloreto de mercúrio em ratos, o fígado consegue eliminar apenas metade do que foi 

acumulado. Já o cérebro comparado com o fígado foi o tecido que menos acumulou 

mercúrio, mas isso ocorre porque o mercúrio orgânico no cérebro é eliminado 

rapidamente, principalmente na forma de EtHg+ (Rodrigues et al., 2010). Alguns estudos 

sobre esse processo de bioacumulação de espécies de mercúrio em órgãos também 

descreveram o mesmo comportamento, isto é, menor acumulação no sistema nervoso 

(Zareba et al., 2007; Orct et al., 2006). 

 

Figura 11. Quantificação de mercúrio total nos órgãos dos animais SHR após uma 

exposição aguda ao TM (n = 6). 

 

Fonte: Autoral, 2023. 

 

Como o experimento de respiração mitocondrial fornece uma gama de resultados e o 

mesmo foi feito para o fígado e para o cérebro, os resultados serão descritos isoladamente 

para cada órgão, contudo os demais resultados referentes a integridade mitocondrial e 
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marcadores de estresse oxidativo serão expressos de forma conjunta. O primeiro dado 

que obtivemos foi o da respiração mitocondrial, onde o controle respiratório é um reflexo 

quanto ao funcionamento da CTE. Para as mitocôndrias de fígado de rato (MFR) houve 

uma redução significativa de 40% para os animais SHR expostos ao TM (p < 0,0001) 

quando comparados com os animais SHR controle, ou seja, que receberam solução salina 

(Figuras 12A-B). No entanto, fazendo uma busca na literatura notamos que o CR para 

ratos Wistar, que são animais normotensos, estaria em torno de 6,0 (Nunes et al., 2019) 

enquanto que para os ratos SHR o CR seria 2,8; como demonstrado na Figuras 12A-B. 

Constatamos assim que a hipertensão afeta o funcionamento da CTE; junto a isso, a 

exposição ao TM agrava ainda mais esses danos causados a mitocôndria, sendo então um 

aditivo em tal disfunção mitocondrial. 

Ao destrincharmos esses dados iniciais podemos avaliar cada condição 

separadamente do traçado, ou seja, as velocidades de consumo de oxigênio como reflexo 

de cada etapa da CTE como já foram explicadas anteriormente e assim entender em qual 

das etapas está sendo gerado esse comprometimento na cadeia. Para as mitocôndrias 

hepáticas, a V2 que reflete a respiração basal está maior em 43% no grupo exposto  quando 

comparado aos controle (Figura 12C), p = 0,0009, sendo um reflexo direto de que as 

mitocôndrias dos animais que receberam TM estão consumindo mais oxigênio, porém 

utilizando com uma menor eficiência. Como não existe muitos estudos referente a 

mitocôndrias hepáticas de animais SHR, a discussão dos resultados será baseada nos 

estudos dos demais órgãos como o descritos por Lee e colaboradores (2014) que obteve 

resultados semelhantes em um estudo em que os autores caracterizaram a atividade 

mitocondrial de rim em animais SHR onde eles sugerem que existe uma atividade maior 

nos complexos da CTE, porém a eficiência dessa atividade é prejudicada. Dando 

continuidade, a V3 que reflete o funcionamento da ATP sintase, nos animais TM-SHR e 

nos animais SHR controle está semelhante, ou seja, para ambos os grupos a produção de 

ATP não é afetada (Figura 12D), p = 0,4059, corroborando com a ineficiência da CTE 

mostrada acima. Porém, a V4 na presença de oligomicina foi estatisticamente diferente 

no grupo exposto quando comparado com o controle, demonstrando um aumento de 65% 

(Figura 12E), **p = 0,0037. Tal efeito pode ser um indicativo de mitocôndrias 

desacopladas, que ocorre quando os prótons que deveriam passar pela ATP sintase 

acabam vazando para a matriz mitocondrial através de alguma outra região (Cecatto et 

al., 2020) ou por danos na membrana da mitocôndria, visto que, o mercúrio já foi 

associado a danos membranares tanto em células neuronais (Hossain et al., 2020) como 

também em mitocôndria de espermatozoides (Kushawaha et al., 2021).  
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Acompanhando a mesma alteração, a Vcccp foi maior para o grupo exposto sendo 

48% mais elevado que no grupo controle (Figura 12F), ****p < 0,0001, nessa etapa foi 

adicionado um desacoplador químico (CCCP) que promove o funcionamento da CTE 

sem depender da ATP sintase, acelerando a cadeia, deixando em sua velocidade máxima 

de consumo de oxigênio. Essa função está atrelada a capacidade que o CCCP tem de se 

ligar aos prótons do espaço intermembranar e transportá-los para matriz mitocondrial 

atravessando a membrana interna. Em nossos dados, o aumento significativo na etapa de 

desacoplamento da CTE é um efeito aditivo ao leak de prótons visto na V4, além de 

demonstrar uma limitação da ATP sintase no transporte dos prótons para matriz 

mitocondrial.  Para corroborar com nossos achado um estudo realizado por Hickey e 

colaboradores (2009) caracterizando seu perfil funcional e morfológico de mitocôndria 

de coração, e perceberam que essas mitocôndrias tinham a Vcccp aumentada ao qual eles 

descrevem que pode ser tanto um problema na ATP sintase como também um problema 

no ANT, e a via que os autores sugerem é que existe uma diminuição na quantidade de 

ADP na matriz mitocondrial o que compromete o funcionamento da CTE aumentando a 

produção de EROs, levando a uma condição de função mitocondrial prejudicada e 

deterioração do coração hipertensivo. 
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Figura 12. Respiração de mitocôndrias isoladas de fígado de animais SHR expostos ao 

TM. A) Figura representativa do consumo de oxigênio pelas MFR. B-E) Velocidades de 

consumo de oxigênio nos estados respiratórios. MFR 0,5 mg L-1 (5 mM substrato para 

complexo I, 200 μM EGTA, 200 μM ADP, 1 μg mL-1, 1 μM CCCP). Os dados 

representam cinco experimentos independentes realizados em duplicata. Análise 

estatística utilizando Teste t para amostras não pareadas, dados representados como 

média ± erro, n = 10. 

 

Fonte: Autoral, 2023. 
 

 Examinado os dados referentes a respiração das mitocôndrias de cérebro de rato 

(MCR) os resultados de respiração mitocondrial nos SHR tratados ou não com TM não 

foram diferentes. O controle respiratório demonstrou uma redução de 23% para o grupo 

TM-SHR (Figuras 13A-B), p = 0,1001 quando comparado ao SHR. Ao examinarmos as 

velocidades de respiração, a V2 apresentou uma tendência de aumento no grupo exposto 

em quase 50% quando comparado ao SHR, entretanto não houve diferença estatística 
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(Figura 13C), p = 0,0506. Já a média da V3 é igual para ambos os grupos, exposto e 

controle (Figura 13D), p = 0,9225. A V4 também apresentou uma tendência de aumento 

no grupo TM-SHR em aproximadamente 39%, quando comparado ao SHR, entretanto 

não houve diferença estatística (Figura 13E), p = 0,1182. Por fim, a Vcccp apresentou o 

mesmo perfil que a V3, sendo semelhante para ambos os grupos (Figura 13F), p = 0,8527. 

Com isso, podemos afirmar que o tratamento agudo não afeta o funcionamento da CTE 

no cérebro quando expostos ao TM, o que não era esperado, já que todos os estudos 

publicados na literatura referente a exposição a mercúrio levam a danos na bioenergética 

mitocondrial em tecido nervoso. Sendo assim, essa ausência no estado da arte referente a 

exposição aguda a espécies de mercúrio em doses baixas faz com que esses dados sejam 

inéditos dentro desse âmbito. 
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Figura 13. Respiração de mitocôndrias isoladas de cérebro de animais SHR expostos ao 

TM. A) Figura representativa do consumo de oxigênio pelas MCR. B-E) Velocidades de 

consumo de oxigênio nos estados respiratórios. MCR 0,5 mg L-1 (5 mM substrato para 

complexo I, 200 μM EGTA, 200 μM ADP, 1 μg mL-1, 1 μM CCCP). Os dados 

representam cinco experimentos independentes realizados em duplicata. Análise 

estatística utilizando Teste t para amostras não pareadas, dados representados como 

média ± erro, n = 10. 

 

Fonte: Autoral, 2023. 
 

 No âmbito de integridade mitocondrial foi medido o potencial de membrana e o 

inchamento. As MFR demonstraram perda rápida no potencial de membrana, visto que, 

para ambos os grupos o potencial foi extinguido por volta de 2 min o que não é comum 

pois ao fazermos um comparativo com dados na literatura de animais normotensos, onde 

o potencial de membrana MFR geralmente é mantido por pelo menos 10 min até ser 

perdido (Nunes et al., 2019); além disso, a mitocôndria isolada dos dois grupos também 

inchou igualmente. Tais processos de perda de potencial de membrana e inchamento 
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podem ser uma consequência da abertura do poro de TPM, visto que tal evento foi 

comprovado em nossos achados pela utilização dos inibidores desse poro, como a CsA e 

o EGTA, que levaram a uma proteção total, porém os dados não foram diferentes 

estatisticamente quando comparamos os SHR-TM com SHR controle (Figura 14A-C). 

Com isso pode-se afirmar que para as MFR de animais SHR ocorre a perda de integridade. 

Até onde se sabe, esse é o primeiro relato do envolvimento de TPM em mitocôndrias 

isoladas de fígado de animais hipertensos, contudo, a exposição ao TM não foi capaz de 

agravar o quadro de perda de integridade mitocondrial nesses animais, ou seja, a abertura 

do poro de TPM é proveniente da patologia pré estabelecida. 

 A integridade mitocondrial do cérebro desses animais também foi avaliada 

utilizando os métodos de potencial e inchamento, porém os resultados demonstram que a 

integridade das mitocôndrias assim como no fígado, não foi afetada no grupo controle e 

nem no grupo exposto ao TM (Figura 14D-E). Fazendo uma busca na literatura não foi 

possível achar estudos com dados semelhantes ao nosso, dessa forma, presumimos que 

esse é o primeiro relato onde mostra que o mercúrio não afeta a integridade mitocondrial 

em um tratamento agudo. Além disso, esses dados estão de acordo com os dados de 

funcionalidade supracitados, ou seja, como o TM não afeta a funcionalidade também não 

afeta a integridade já que ambos os eventos estão relacionados diretamente.  
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Figura 14. Marcadores de integridade mitocondrial em animais SHR expostos ao TM. 

A) Potencial de membrana monitorado pela fluorescência da Safranina O para MFR. B) 

Inibidores do poro no potencial de membrana de MFR. C) Inchamento mitocondrial para 

MFR. D) Potencial de membrana monitorado pela fluorescência da Safranina O para 

MCR. E) Inchamento mitocondrial para MCR. Foi utilizado MCR 0,5 mg L-1, 5 mM 

substrato para o complexo I, 5 μM de Safranina O, 1 μM de CsA, 200 μM de EGTA. Os 

dados representam cinco experimentos independentes realizados em duplicata, n = 10. 

 

Fonte: Autoral, 2023. 
 

 Dando continuidade aos experimentos sobre as consequências da exposição ao 

TM, fomos avaliar alguns marcadores de estresse oxidativo, os quais podem ser divididos 

em produção de EROs e marcadores secundários de oxidação. A produção de EROs é 

quantificada em tempo real com a organela funcional, ou seja, em mitocôndrias isoladas 

funcionais; enquanto os marcadores secundários são produtos de oxidação formados a 

partir da reação entre as EROs e as biomoléculas, esses são quantificadas no tecido como 

um todo. Iniciamos nossa avaliação com a produção de EROs e o óxido nítrico (•NO). 
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Encontramos que nas MFR do animal SHR tratado com o TM ocorreu uma tendência de 

menor produção de EROs totais (Figura 15A-B, p = 0,4591) e de H2O2 (Figura 15C-D, 

p = 0,6462) e uma tendência de uma produção maior de •NO (Figura 15E-F, p = 0,6082). 

Apesar dos dados não serem significativos, uma possível explicação para esse quadro é 

que a produção do •NO pode desempenhar um papel de modulador, ou seja, o •NO pode 

atuar como sinalizador indicando ao organismo do animal como lidar com as condições 

de estresse (Anavi et al., 2020). Contudo, pode-se afirmar que a exposição a doses baixas 

de TM não afeta a produção de •NO. 
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Figura 15. Produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio em mitocôndrias 

isoladas de fígado de animais SHR expostos ao TM. A) Traçado representativo da 

produção de EROs totais por DCF. B) Quantificação de EROs totais em MFR. C) Traçado 

representativo da produção de H2O2 por Amplex Red. D) Quantificação de H2O2 em 

MFR. E) Traçado representativo da produção de •NO por DAF. F) Quantificação de •NO 

em MFR. Os dados representam cinco experimentos independentes realizados em 

duplicata. Análise estatística utilizando Teste t para amostras não pareadas, dados 

representados como média ± erro, n = 10. 

 

Fonte: Autoral, 2023. 
 

Por outro lado, ao examinarmos a geração mitocondrial de EROS no cérebro 

temos que a produção de EROs totais foi semelhante para os dois grupos (Figura 16A-

B, p = 0,3762). Nessa mesma linha, ao examinarmos a produção de H2O2 foi 
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tendenciosamente maior em ≈ 44% para o grupo TM-SHR quando comparado ao grupo 

controle (Figura 16C-D, p = 0,1085), entretanto não houve diferença estatística. Quando 

verificamos a produção mitocondrial de •NO, detectamos que tal espécie teve uma 

tendência de produção diminuída no grupo exposto quando comparado com o grupo 

controle (Figura 16E-F, p = 0,2969), entretanto, da mesma forma que na produção de 

H2O2 não houve diferença estatística. Com isso, não dá para considerar que o mercúrio 

derivado do TM em um tratamento agudo promova a produção exacerbada de espécies 

reativas, sejam elas de oxigênio ou de nitrogênio. Porém, o •NO no cérebro tem um papel 

de neurotransmissor (Chachlaki et al., 2020) então essa tendência na diminuição da 

produção dessa espécie nos animais TM-SHR pode ser um indicativo de que o TM pode 

estar causando neurotoxicidade nesse sistema. 
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Figura 16. Produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio em mitocôndrias 

isoladas de cérebro de animais SHR expostos ao TM. A) Traçado representativo da 

produção de EROs totais por DCF. B) Quantificação de EROs totais em MCR. C) 

Traçado representativo da produção de H2O2 por Amplex Red. D) Quantificação de H2O2 

em MCR. E) Traçado representativo da produção de •NO por DAF. F) Quantificação de 
•NO em MCR. Os dados representam cinco experimentos independentes realizados em 

duplicata. Análise estatística utilizando Teste t para amostras não pareadas, dados 

representados como média ± erro, n = 10. 

 

Fonte: Autoral, 2023. 
 

 Posteriormente avaliamos as enzimas antioxidantes no fígado dos animais SHR 

tratados ou não com TM. Verificamos a ocorrência de diminuição nas atividades de tais 

enzimas, onde a SOD apresentou 59% de redução (Figura 17A) bem como a CAT 19% 

(Figura 17B) quando comparado com o controle, no entanto apenas a SOD apresentou 
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valores de p < α (*p = 0,0134). Benov e colaboradores (1990) descreve que a exposição 

ao mercúrio pode desencadear a inativação das enzimas SOD e CAT em órgãos como 

fígado e rim, com isso, é possível que a diminuição na atividade dessas enzimas seja 

decorrente da exposição ao TM. Por outro lado, a atividade da GPx aumentou 

significativamente no grupo exposto em 51% (Figura 17C, *p = 0,0166). Nessa temática, 

Bando e colaboradores (2005) realizaram um estudo crônico expondo ratos Wistar a doses 

baixas de cloreto de mercúrio, nos resultados utilizando o fígado de tais animais eles 

descreveram que a atividade da GPx aumentou de forma dependente da dose, como um 

mecanismo de defesa, corroborando com os nossos dados.  

 Quando essas enzimas são avaliadas no cérebro, suas atividades são aumentadas 

tanto para SOD com um aumento de mais de 100% (Figura 17D), a CAT aumentando 

83% (Figura 17E) e a GPx com 100% de aumento (Figura 17F) para o grupo TM-SHR 

comparadas com o grupo SHR; ambas com valores de p < α (****p < 0,0001, ***p = 

0,0002, *p = 0,0370, respectivamente), nesse caso a atividade aumentada pode ser uma 

resposta a duas condições. A primeira delas é a sensibilidade aumentada do cérebro ao 

mercúrio já que as espécies orgânicas de mercúrio conseguem atravessar a barreira 

hematoencefálica e se acumulam de forma persistente nesse tecido (Kern et al., 2020), 

enquanto que a segunda trata-se de uma resposta homeostática das enzimas, ou seja, como 

a quantidade de mercúrio no tecido foi menor o organismo conseguiu se adaptar e se 

proteger de possíveis danos que poderia a vir surgir com essa exposição e acúmulo de 

mercúrio. 

Ao avaliarmos a neurotoxicidade a partir da atividade da acetilcolinesterase, 

percebemos que não há diferença entre os grupos (Figura 17G, p = 0,7773), ou seja, 

supomos que o período de exposição seja curto para presenciar danos sinápticos no 

sistema colinérgico. Moraes-Silva e colaboradores (2014) também avaliou a atividade 

desta enzima no cérebro de ratos Wistar, e relataram que a atividade só é afetada nos 

animais jovens (13 dias de vida) e não causa alteração nos animais adultos (33 dias de 

vida) quando expostos ao cloreto de mercúrio, em uma dose 10× maior que a usada nesse 

estudo, mostrando que essa enzima é mais sensível enquanto os animais ainda estão em 

desenvolvimento. 
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Figura 17. Atividade de enzimas de animais SHR expostos ao TM. A) Atividade da SOD 

no fígado (SHR: 156,60 ± 28,71; TM-SHR: 64,75 ± 4,35). B) Atividade da CAT no fígado 

(SHR: 1,806 ± 0,073; TM-SHR: 1,468 ± 0,179). C) Atividade da GPx no fígado (SHR: 

253,1 ± 24,4; TM-SHR: 382,8 ± 37,9). D) Atividade da SOD no cérebro (SHR: 69,01 ± 

6,58; TM-SHR: 145,20 ± 4,89). E) Atividade da CAT no cérebro (SHR: 0,024 ± 0,001; 

TM-SHR: 0,043 ± 0,002) F) Atividade da GPx no cérebro (SHR: 8,33 ± 2,46; TM-SHR: 

19,85 ± 4,05). G) Atividade da AChE no cérebro (SHR: 0,059 ± 0,009; TM-SHR: 0,063 

± 0,012). Os dados representam cinco experimentos independentes realizados em 

duplicata. Análise estatística utilizando Teste t para amostras não pareadas, dados 

representados como média ± erro, n = 10. 

 

Fonte: Autoral, 2023. 
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 Os outros marcadores secundários como tióis totais, que têm sua importância 

atrelada à afinidade do mercúrio por enxofre e seus derivados, o MDA que é produto da 

peroxidação lipídica, e a razão GSH/GSSG que faz parte do sistema da glutationa rico em 

enxofre, poderiam ser afetados negativamente com a exposição ao TM, como já foi 

relatado anteriormente (Sales et al., 2022; Öztürk et al., 2022; James et al., 2005). 

Entretanto a exposição aguda ao TM não foi o suficiente para observar alterações nesses 

parâmetros. Quando avaliados no fígado, os tióis totais e a razão GSH/GSSG foram iguais 

para ambos os grupos, enquanto o MDA demonstrou uma tendência de aumento de 15% 

no grupo exposto, porém nenhum desses parâmetros foi significativo (Tabela 2, p = 

0,7911, p = 0,5964, p = 0,4063, respectivamente). Estudos da literatura mostram 

resultados semelhantes aos descritos acima onde derivados de mercúrio em baixas 

concentrações não são capazes de alterar ou aumentar os níveis desses marcadores de 

estresse (Kumari et al., 2022).  

 No cérebro algumas modificações foram encontradas, como uma propensão a 

redução nos grupos tióis totais de 46% (Tabela 2, p = 0,1887), que provavelmente é uma 

consequência da exposição ao TM, visto que o mercúrio tem grande afinidade por enxofre 

reduzido. Um outro parâmetro avaliado foi a razão GSH/GSSG que reflete a modulação 

do status redox, a qual foi igual tanto para o grupo TM-SHR quanto para o grupo SHR 

(Tabela 2, p = 0,7861), ou seja, uma possível explicação é que a dose baixa de TM não 

foi capaz de afetar os níveis GSH mantendo um equilíbrio entre sua forma reduzida e 

oxidada.  

Indo nessa linha, o conteúdo de MDA também apresentou uma tendência de 

redução em torno de 41% quando comparado com o controle (Tabela 2, p = 0,2209), tal 

achado pode ser decorrente de respostas adaptativas do cérebro, as mesmas que foram 

citadas anteriormente, corroborando com os dados de produção de EROs e aumento na 

atividade das enzimas antioxidantes, entretanto nos dois casos não diferem 

estatisticamente entre os grupos exposto e controle. Por fim, o teor de LPO também não 

teve diferença nem para o fígado e nem para o cérebro quando comparamos o grupo SHR 

exposto com o grupo SHR controle (Tabela 2, p = 0,2619 e p = 0,8529 respectivamente). 

Artigos de revisão como os do Garvarino e colaboradores (2015) descrevem como o 

cérebro é capaz de neutralizar substâncias que os autores chamam de estressores 

oxidativos, ou seja, produtos de oxidação gerados pela reação das EROs e as 

biomoléculas; isso se dá pela própria sinalização das EROs quando produzidas 

moderadamente estimulando a produção de antioxidantes, regulando positivamente a 

atividade das enzimas antioxidantes e indução da autofagia. 
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Tabela 4. Quantificação em µM mg-1 proteína dos marcadores secundários nos tecidos 

de animais SHR expostos a TM de forma aguda. 

Marcadores 

secundários 

Fígado Cérebro 

SHR TM-SHR SHR TM-SHR 

Tióis totais 32,3 ± 2,8 33,4 ± 2,8 21,0 ± 3,9 11,3 ± 5,3 

GSH/GSSG 0,70 ± 0,07 0,79 ± 0,08 1,02 ± 0,12 1,09 ± 0,21 

MDA 1,41 ± 0,20 1,63 ± 0,34 2,87 ± 0,84 1,68 ± 0,32 

LPO 129 ± 11 98,5 ± 20,4 152,6 ± 47,7 168 ± 62 

Os dados representam cinco experimentos independentes realizados em duplicata. Análise estatística 

utilizando Teste t para amostras não pareadas, dados representados como média ± erro, n = 10. Fonte: 

autoral, 2023. 
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7. CONCLUSÃO 
  

 Em resumo, nossos achados sugerem que a exposição aguda ao TM em animais 

pré hipertensos contribui negativamente para os danos de funcionalidade da CTE sendo 

responsável pelo desacoplamento da mesma. Contudo, o TM não causa danos sistêmicos 

no metabolismo energético de animais SHR e nem perda de integridade mitocondrial. 

Porém, em tratamentos agudos é comum observar uma resposta adaptativa em animais 

principalmente quando são expostos a concentrações baixas de um contaminante e por 

curto período.  

8. PERSPECTIVAS 
 

Como perspectivas temos os experimentos relacionados ao tratamento crônico de 30 

dias com o TM que vem sendo realizada nesse semestre de 2023.1 em animais pré 

hipertensos com 37 dias de idade, nessa etapa será realizado os mesmos experimentos 

feitos nesse trabalho. Além disso, será feita também a medição da pressão arterial desses 

animais, a metabolômica no plasma e, para finalizar, os eritrócitos serão coletados e 

utilizados para avaliar a parte funcional e estrutural da hemoglobina, proteína mais 

abundante nesse tipo de célula, como também toda a parte de marcadores de estresse 

oxidativo.  
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